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1. RIASSUNTO ANALITICO 
 
Le malattie mitocondriali sono patologie rare, a eziologia ereditaria o sporadica, 
caratterizzate dalla presenza di mutazioni del mtDNA, o del nDNA, che alterano la 
funzione della catena respiratoria del mitocondrio, spesso di difficile diagnosi. I mitocondri 
sono organuli intracellulari deputati alla produzione, attraverso la fosforilazione ossidativa, 
dell’energia necessaria allo svolgimento delle funzioni cellulari. La disfunzione 
mitocondriale ha come esito un deficit energetico, un incremento dei livelli di produzione 
di radicali liberi dell’ossigeno (ROS) e il conseguente danno a molecole quali DNA, 
proteine e lipidi di membrana. Numerosi studi hanno evidenziato gli stretti  rapporti a 
“feedback” positivo che intercorrono fra disfunzione mitocondriale e stress ossidativo, 
condizione che si instaura quando i sistemi di difesa antiossidanti non sono in grado di 
neutralizzare i ROS. Questo circolo vizioso potrebbe rappresentare un fattore di 
progressione nelle malattie mitocondriali. A tale proposito, è stato dimostrato che 
nonostante la malattia mitocondriale sia, correttamente, considerata una patologia 
multisistemica, i tessuti a maggior rischio sono quelli a più alta richiesta energetica, come 
l’encefalo. Vari studi in letteratura hanno evidenziato che a livello cerebrale è in particolar 
modo il lobo frontale ad avere la maggior richiesta metabolica e questo potrebbe renderlo il 
più suscettibile al danno da stress ossidativo.  
Questo progetto di tesi si pone l’obiettivo di studiare complessivamente le funzioni 
corticali superiori nei pazienti con patologia mitocondriale, evidenziare i domini e le abilità 
più frequentemente e marcatamene alterate e quindi determinare l’efficacia di una batteria 
di test neuropsicologici nel riconoscimento di un interessamento corticale di malattia, 
anche subclinico. Si è tentato inoltre di identificare una possibile correlazione tra il deficit 
delle funzioni esecutive, se presente, e le valutazioni di neuroimaging eseguite con PET 
con FDG e/o l’andamento dei marcatori di stress ossidativo FRAP e AOPP. 
È stato effettuato uno studio clinico su una popolazione di 31 pazienti con diagnosi 
genetica di malattia mitocondriale che non mostrassero deficit cognitivi o psichiatrici 
maggiori. Ai pazienti è stata somministrata una batteria di 23 test neuropsicologici, 
esploranti i domini esecutivo-frontali propriamente detti, la capacità di pianificazione, 




18 pazienti sono stati sottoposti a RMN dell’encefalo senza mezzo di contrasto, 12 hanno 
eseguito studio PET encefalo con FDG. In 20 pazienti sono stati dosati i marcatori di stress 
ossidativo FRAP e AOPP su prelievo endovenoso. 
E’ stato osservato un selettivo interessamento dei domini esecutivi, frontale propriamente 
detto e attentivo; mentre la memoria, a breve e lungo termine, risulta in larga parte integra. 
Questo dato, concorde con la letteratura, caratterizza l’interessamento corticale in stadio 
precoce di malattia, nei pazienti con patologia mitocondriale, principalmente a carico del 
lobo frontale. Non è stata rilevata una correlazione statisticamente significativa tra i livelli 
di FRAP e AOPP nei pazienti affetti da deficit neuro cognitivo e non da ciò si può 
ipotizzare che questi marker siano prevalentemente influenzati dall’espressione di malattia 
a livello muscolare sistemico piuttosto che dal danno encefalico. Allo stesso modo non 
sono state riscontrate alterazioni alla PET con FDG nei pazienti con deficit frontale, 
probabilmente perché il deficit subclinico non è ascrivibile ad un’alterazione 
macroscopicamente evidente. 
Conclusione. In base alle nostre osservazioni possiamo concludere l’efficacia della batteria 
di test neuropsicologici nell’individuazione del deficit subclinico di interessamento 
corticale superiore nei pazienti con malattia mitocondriale. Questo potrebbe, in futuro, 
rientrare in una valutazione clinica routinaria dei pazienti, somministrabile nel tempo in 
modo da valutare l’interessamento progressivo di malattia. L’eziologia del deficit 
neuropsicologico focale nei nostri pazienti rimane poco chiara e la mancanza di una 
correlazione con i comuni marcatori di stress ossidativo ci fa presupporre la necessità di un 
dosaggio più specifico per il compartimento cerebrale. Data la peculiarità di questo tessuto 
e della sua composizione biochimica (caratterizzata da un  elevato numero di acidi grassi 
polinsaturi nei lipidi delle membrane neuronali, substrati facilmente ossidabili) un 
marcatore più sensibile e specifico potrebbe essere il dosaggio di prodotti di perossidazione 
lipidica non enzimatica. Il mancato riconoscimento allo studio PET con FDG di lesioni nei 
pazienti con deficit neuropsicologici ci fa ipotizzare che ad uno stadio iniziale di patologia, 
quindi in corrispondenza di un deficit subclinico, come quello da noi studiato,  non ci siano 
alterazioni metaboliche macroscopicamente evidenziabili della corteccia frontale: ciò non 
esclude tuttavia che esse si presentino in stadi più avanzati di patologia o che metodiche di 






2.1    Il mitocondrio e le sue funzioni 
Le cellule eucariote per come noi oggi le conosciamo presentano un’estrema complessità 
strutturale e funzionale dovuta alla presenza di numerosi organelli che svolgono le più 
differenti funzioni per il mantenimento della vita. 
Le prime cellule eucariotiche, cellule primordiali, dovevano apparire relativamente 
semplici e prive di molte di queste strutture, ad esempio esse erano prive della capacità di 
utilizzare l’ossigeno (O2) a fini metabolici. Più di 1 miliardo di anni fa queste stesse cellule 
furono colonizzate da batteri aerobi, batteri simbiotici, in grado di svolgere da soli funzioni 
peculiari, come estrarre energia dai composti organici attraverso meccanismi di 
respirazione aerobica. I batteri che, dopo esser stati inglobati, resistettero alla digestione 
messa in atto dalle cellule, coevolvendo insieme alle cellule ospiti divennero gli organelli 
intracellulari che oggi chiamiamo mitocondri. Questa alleanza simbiotica ha facilitato i 
batteri aerobi colonizzatori dal punto di vista della ricerca di substrati metabolici, 
demandata ora alla cellula ospite, e contemporaneamente ha apportato un nuovo tipo di 
metabolismo estremamente più efficiente agli eucarioti: il metabolismo aerobico 
ossidativo. 
Il processo di scoperta e riconoscimento dei mitocondri e delle loro funzioni è stato lungo e 
graduale, ed ha interessato oltre un secolo e mezzo di ricerca scientifica. Risalgono agli 
inizi dell’800 i primi lavori scientifici di riconoscimento dei mitocondri: nel 1857, Albert 
von Kolliker descrisse la presenza di “granuli” all’interno delle cellule muscolari; nel 1886 
Richard Altman, citologo, delineò i mitocondri come unità di attività funzionale all’interno 
della cellula. Oggi conosciamo molto di più della struttura e delle fondamentali funzioni 
svolte dai mitocondri. 
Prima di tutto il mitocondrio dota la cellula eucariote di un’efficiente sistema di 
produzione d’energia: la respirazione aerobica. La glicolisi anaerobia, infatti, consente di 
ottenere solo 4 molecole di adenosina trifosfato (ATP) ad “alta energia” per ogni molecola 
di glucosio consumata, questa cifra sale a 28-32 nel metabolismo ossidativo. I mitocondri, 
oltre alla generazione di ATP tramite la fosforilazione ossidativa, svolgono e sono 
implicati in molte altre diverse funzioni quali il metabolismo degli aminoacidi, degli acidi 




aminoacidi, fosfolipidi, nucleotidi ed eme, l’ossidazione del piruvato, il ciclo di Krebs 
(ciclo dell’acido citrico), l’omeostasi del calcio, la regolazione della capacità 
ossidoreduttiva intracellulare ed infine l’induzione dell’apoptosi (morte cellulare 
programmata) (Figura 1).  
Sicuramente la fosforilazione ossidativa è uno dei processi fondamentali nell’omeostasi 
delle cellule, tessuti, organi e quindi il nostro intero organismo. Essa è il processo 
biochimico ad alta efficienza tramite il quale viene prodotto ATP grazie all’energia 
progressivamente liberata dagli elettroni lungo la “catena di trasporto degli elettroni” 
(ETC). Al termine della catena di trasporto gli elettroni vengono accettati dall’O2, che si 
combina con i protoni (H
+
) per formare acqua. La ETC consiste di cinque complessi 
proteici multimerici localizzati a livello della membrana mitocondriale interna e richiede 
l’intervento di due piccoli trasportatori di elettroni, il coenzima Q10 (CoQ10) ed il 
citocromo c (cyt c). Essa genera un gradiente elettrochimico di ioni H
+ 
a cavallo della 
membrana mitocondriale interna; il flusso retrogrado degli H
+ 
attraverso il Complesso V 
avviene a favore di corrente (è perciò associato a liberazione di energia) ed è accoppiato 
alla sintesi di ATP a partire da adenosina difosfato (ADP) e fosfati inorganici (DiMauro & 
Schon 2003). 
 Dall’interno all’esterno, i mitocondri sono costituiti da una membrana esterna di origine 
“cellulare”, uno spazio intermembrana, una membrana interna di origine “batterica” 
composta prevalentemente da cardiolipina, ed una matrice interna contenente il DNA 





Figura 1. Bioenergetica mitocondriale. Rappresentazione schematica del mitocondrio, 
raffigurante la correlazione esistente fra produzione di energia (TCA, catena di trasporto degli 
elettroni), produzione di specie reattive dell’ossigeno (superossido O2˙¯, idrossile OH˙), 
regolazione dell’apoptosi. CytC (via Apaf-1, caspasi, CAD) e AIF, quando rilasciati nel 
citoplasma, innescano la morte cellulare programmata; Bax e Bcl-2 sono fattori citoplasmatici 
rispettivamente pro- ed antiapoptotici. I, II, III, IV, F0V, rispettivi complessi della catena 
respiratoria; ADP, ATP, rispettivamente adenosina di- e trifosfato; AIF, fattore inducente 
l’apoptosi; ANT, trasfocatore del nucleotide adenina; CAD, DNAsi attivata da caspasi; CytC, 
citocromo c; CoQ, coenzima Q10; GPx, glutatione perossidasi; LDH, lattico deidrogenasi; 
MnSOD, manganese superossido dismutasi; NAD+/NADH nicotinammide adenina dinucleotide 
ossidato/ridotto; OAA, acido ossalacetico; PDH, piruvato deidrogenasi; Pi, fosfato inorganico; 
TCA, ciclo degli acidi tricarbossilici; VDAC, canale anionico voltaggio-dipendente. (Da 
MITOMAP: A Human Mitochondrial Genome Database. http://www.mitomap.org, 2008. 
Riproduzione consentita) 
 
2.2   Il DNA mitocondriale 
Ciò che caratterizza ancor più l’unicità del mitocondrio è la presenza di un proprio 
genoma: esso è l’unico organello, nelle cellule animali, dotato di un proprio genoma. In 
ogni mitocondrio si trovano da 2 a 10 copie di mtDNA ed in ogni cellula più di 1000 copie 
(“poliplasmia”). La struttura ed il funzionamento del mtDNA sono diversi da quelli del 




Il mtDNA è una molecola circolare di DNA a doppio filamento (tranne un tratto di tripla 
elica, il D-loop), costituito da 16569 paia basi (Figura 2). Il filamento pesante H, da heavy, 
ricco in guanine, codifica 28 geni; quello leggero L, da light, ricco in citosine, codifica 9 
geni. Le due catene sono dapprima trascritte in due lunghi RNA, che solo in un secondo 
tempo vengono scissi nei trascritti individuali. Di questi 37 geni 13 codificano peptidi della 
ETC. Tutte le altre proteine mitocondriali, comprese le 67 subunità che concorrono a 
formare i cinque complessi della ETC, sono codificate dal nDNA. Gli altri geni del 
mtDNA vengono trascritti in 2 RNA ribosomali e 22 RNA transfer (tRNA). Il D-loop, 
ottenuto dalla sintesi di un tratto aggiuntivo di mtDNA, non codifica geni ma contiene 
l’origine di replicazione e di trascrizione della molecola di DNA.  
A differenza del nDNA, il mtDNA non contiene introni ed è codificante per il 93%. Poiché 
manca un sistema di riparazione adeguato, il mtDNA è altamente sensibile ai fattori 
mutageni come lo stress ossidativo (Mancuso et al 2005). Il tasso di insorgenza di nuove 
mutazioni è 10-100 volte maggiore rispetto a quello del nDNA. 
Il mtDNA è ereditato per via materna. Il mtDNA degli spermatozoi viene degradato dopo 
la fecondazione; solo eccezionalmente è stata riportata la trasmissione paterna di una 
mutazione del mtDNA (Schwartz & Vissing 2002). Clusters di genomi mitocondriali 
definiti in base alla presenza di polimorfismi stabili definiscono gruppi di mtDNA 
evolutivamente correlati, chiamati aplogruppi mitocondriali. 
Tutti i fattori implicati nel mantenimento, nella replicazione e nell’espressione del mtDNA 
sono codificati a livello nucleare, ciò giustifica l’esistenza delle malattie mitocondriali ad 







Figura 2. Il genoma mitocondriale. Sono rappresentate le più frequenti mutazioni patogenetiche. 
DEAF, sordità da aminoglicosidi; LHON, neuropatia ottica ereditaria di Leber; MELAS, 
encefalomiopatia mitocondriale, lattico acidosi, episodi simili a stroke; MERRF, epilessia 
mioclonica con fibre “ragged red”; NARP, neuropatia, atassia, retinopatia pigmentosa. (Da 









2.3    Le malattie mitocondriali: generalità 
Le malattie mitocondriali rappresentano un gruppo eterogeneo di sindromi cliniche 
accumunate da un deficit energetico del metabolismo mitocondriale. (Wallace, 1999) 
In particolare le malattie mitocondriali sono un gruppo di disturbi causati da alterazioni 
della catena respiratoria mitocondriale. Gli effetti delle mutazioni che colpiscono la ETC 
tendono ad essere multisistemici: coinvolgono le vie visive, uditive, il cuore, il sistema 
nervoso centrale (SNC), le ghiandole endocrine e il muscolo scheletrico. Si stima che il 
rischio di sviluppare una malattia mitocondriale sia di 1 su 5000 (Haas et al 2007; Schaefer 
et al 2008).  
La classificazione genetica delle malattie mitocondriali distingue i disordini dovuti a difetti 
nel mtDNA da quelli dovuti ad alterazioni primitive del nDNA (vedi oltre).  
Le mutazioni del mtDNA sono ereditate secondo le regole della genetica mitocondriale: 
eredità materna, segregazione mitotica, eteroplasmia ed effetto soglia. Quando tutte le 
copie di mtDNA in una cellula sono identiche si parla di “omoplasmia”, altrimenti di 
“eteroplasmia” (DiMauro & Schon 2003). L’eteroplasmia è una condizione frequente nelle 
malattie da alterazione del mtDNA. Il numero di genomi mutati in un certo tessuto deve 
raggiungere un livello minimo critico prima che il metabolismo ossidativo sia 
compromesso a sufficienza da determinare manifestazioni cliniche, per questo si parla di 
“effetto soglia”. La soglia patogenetica è diversa da tessuto a tessuto, in relazione alla 
diversa dipendenza dal metabolismo aerobico. Differenze nel carico mutazionale, che 
potrebbe superare la soglia patogenetica in certi tessuti e non in altri, contribuiscono 
all’eterogeneità fenotipica di queste condizioni. Il carico mutazionale può variare nel 
tempo ed essere diverso nei diversi tessuti ed esso è, spesso, più elevato nei tessuti post-
mitotici, come neuroni, muscolo striato, cuore e ghiandole endocrine (DiMauro & Schon 
2003). Inoltre, proprio questi stessi tessuti, sono tra i maggiori utilizzatori di elevati livelli 
di ATP. Questi due motivi possono spiegare il loro frequente coinvolgimento nelle malattie 
mitocondriali.  
La complessità della genetica mitocondriale è responsabile dell’estrema eterogeneità dei 
quadri clinici associati a difetti del mtDNA. Una singola mutazione può esprimersi in 
maniera differente in differenti famiglie o in membri della stessa famiglia: variabilità inter- 




simili. Pazienti con miopatia ed encefalopatia mitocondriale possono presentare ptosi 
palpebrale e oftalmoplegia esterna progressiva (PEO), affaticabilità muscolare, oltre che 
tutta una serie di disturbi del sistema nervoso centrale: tra questi atassia, demenza, crisi 
epilettiche, retinopatia, ipoacusia neurosensoriale, episodi tipo stroke (DiMauro & Schon 
2003). Sono noti altresì quadri di miopatia mitocondriale associati a episodi critici, 
soprattutto di natura mioclonica (MERRF, epilessia mioclonica con fibre “ragged red”) ed 
encefalopatia mitocondriale con acidosi lattica ed episodi tipo stroke (MELAS) (DiMauro 
& Schon 2003).  
Negli anni recenti sono stati individuati numerosi geni nucleari che codificano diverse 
subunità della ETC, proteine mitocondriali coinvolte nell’assemblaggio dei peptidi di 
ciascun complesso respiratorio e proteine coinvolte nella trascrizione e replicazione del 
mtDNA (DiMauro & Schon 2003). Mutazioni a carico di questi geni causano malattie 
mitocondriali che seguono le regole della genetica mendeliana e che si traducono 
clinicamente in patologie più o meno multisistemiche. Le alterazioni del nDNA che 
possono causare malattie mitocondriali sono di vario genere: mutazioni in componenti 
strutturali o proteine ancillari delle ETC, difetti della comunicazione intergenomica 
associati a delezioni multiple o deplezione del mtDNA, difetti nel mileu lipidico di 
membrana e mutazioni nella via biosintetica del CoQ10 (DiMauro & Schon 2003).  
 
2.4   Malattie mitocondriali: classificazione 
La più importante conseguenza della complessità e delle caratteristiche della genetica 
mitocondriale è l’estrema eterogeneità dei quadri clinici associati a difetti del mtDNA 
(Mancuso et al 2007a). Una singola mutazione può esprimersi con diversi fenotipi e, 
viceversa, differenti mutazioni possono esitare in quadri clinici simili. Alcune sindromi 
ben codificate (es. PEO, MELAS, MERRF) sono associate a mutazioni specifiche 
(DiMauro & Schon 2003). In molti casi tuttavia i fenotipi sono polimorfi: da forme 
puramente miopatiche a quadri clinici multisistemici ed è difficile, in questi casi, stabilire 
una precisa relazione genotipo/fenotipo. 
Negli anni recenti l’attenzione dei ricercatori si è focalizzata sulle alterazioni genetiche del 
nDNA che possono mutare componenti strutturali mitocondriali da esso codificate oppure 




mitocondriali correlate alla catena respiratoria è codificato da geni nucleari; tuttavia il 
numero di disordini mitocondriali causati da difetti nucleari geneticamente definiti rimane 
ancora limitato.  
Ad oggi, la classificazione più utile delle malattie mitocondriali sembra quella genetica 
(Filosto & Mancuso 2007). Si distinguono due grandi gruppi nosologici sulla base della 
localizzazione del difetto genetico nel mtDNA , forme sporadiche o a trasmissione materna  
(Tabella 1) o nel nDNA , forme autosomiche ( Tabella 2). 
La più frequente fra le malattie mitocondriali è la PEO. La PEO è una miopatia 
mitocondriale caratterizzata da ptosi palpebrale bilaterale di solito ad esordio 
nell’adolescenza, seguita da limitazione nei movimenti dei muscoli extraoculari, fino ad un 
quadro (più o meno tardivo) di oftalmoplegia completa. Generalmente si associano 
ipostenia muscolare ed intolleranza all’esercizio fisico. Possono essere presenti inoltre 
segni di interessamento multi sistemico, come ad esempio cardiomiopatia, cataratta, atassia 
cerebellare, retinopatia, ipoacusia neurosensoriale ed in tal caso si parla di PEO plus 
(Filosto & Mancuso 2007).  
La PEO è dovuta a delezioni o mutazioni puntiformi nel mtDNA. L’ereditarietà è variabile. 
La forma dovuta a delezioni può essere: 
 sporadica, per delezioni singole nel mtDNA verificatesi durante l’oogenesi o 
l’embriogenesi precoce,  
 ad ereditarietà mendeliana, autosomica recessiva o dominante denominate 
rispettivamente arPEO e adPEO,  
 dovuta a mutazioni in geni nucleari codificanti proteine necessarie per il 
mantenimento della stabilità e dell’integrità del mtDNA o per la replicazione di 
questo. 
 Le forme mendeliane in genere si associano a delezioni multiple del mtDNA. In 
particolare arPEO e adPEO sono dovute a mutazioni nei seguenti geni nucleari noti: ANT-1 
traslocatore del nucleotide adenina, il cui prodotto forma un canale omodimerico nella 
membrana mitocondriale interna, necessario per la regolare la concentrazione di adenina 
nella matrice mitocondriale, C10orf2 che codifica l’elicasi mitocondriale Twinkle, POLG-
1 e POLG-2, codificanti la polimerasi gamma mitocondriale, complesso enzimatico 




interessamento principalmente del solo muscolo scheletrico; mentre le forme arPEO sono 
più spesso multisistemiche (Filosto & Mancuso 2007).  
La forma dovuta a mutazioni puntiformi nel mtDNA, in particolare nei geni codificanti 
tRNA, segue un modello di ereditarietà materna. Raramente sono stati descritti casi 
sporadici (Filosto & Mancuso 2007). 
Riarrangiamenti sporadici 
      Sindrome di Kearns-Sayre 
Sindrome di Pearson 
Oftalmoplegia esterna progressiva (PEO) sporadica  
Tubulopatia sporadica 
Diabete e Sordità 
Mutazioni puntiformi sporadiche 
PEO 
MELAS 
Intolleranza all’esercizio fisico 
      Miopatia 
Mutazioni puntiformi ereditate per via matrilineare 
     Mutazioni puntiformi in geni codificanti proteine strutturali 
Neuropatia ereditaria di Leber 
Sindrome con neuropatia, atassia e retinite pigmentosa (NARP) 
Sindrome di Leigh 
Mutazioni puntiformi in geni codificanti tRNA 
MELAS 
Epilessia mioclonica con fibre “ragged red” (MERRF) 
Cardiopatia e/o miopatia dell’adulto a trasmissione materna (MIMyCa) 
PEO 
      Miopatia 
      Diabete e sordità 
Sordità nurosensoriale non sindromica 
Cardiomiopatia ipertrofica 
Mutazioni puntiformi in geni codificanti rRNA 




      Cardiomiopatia ipertrofica 
 
Tabella 1. Classificazione genetica delle malattie mitocondriali da disordini del 
genoma mitocondriale. MELAS, encefalomiopatia mitocondriale con lattico acidosi ed 
episodi stroke-like; rRNA, RNA ribosomali; tRNA, RNA transfer. 
 
Difetti di geni nucleari codificanti componenti strutturali dei complessi della 
catena respiratoria       




Difetti di geni nucleari codificanti fattori coinvolti nell’assemblaggio dei 
complessi della catena respiratoria (“assembly genes”) 
Sindrome di Leigh 
Sindromi multisistemiche 
Difetti di geni che alterano la stabilità del mtDNA (o difetti di comunicazione 
intergenomica)      
PEO autosomica (arPEO e adPEO) 
MNGIE 
Sindromi da deplezione del mtDNA 
Deficit di Coenzima Q10 
 
Tabella 2. Classificazione genetica delle malattie mitocondriali da disordini del 
genoma nucleare. MNGIE, encefalomiopatia mitocondriale neurogastrointestinale; PEO, 
oftalmoplegia esterna progressiva. 
 
2.5   Malattie mitocondriali e Stress ossidativo 
Il sistema mitocondriale per la fosforilazione ossidativa è composto da V complessi. Dal 
ciclo di Krebs i coenzimi intermedi NADH e FADH2 cedono elettroni al complesso I o II, 
da questo vengono trasferiti al complesso III, quindi al complesso IV ed infine 




complessi I, III e IV è utilizzata per attivare la pompa di estrusione degli H+ dalla matrice 
mitocondriale allo spazio intermembrana, generando così il gradiente elettrochimico di H+ 
transmembrana, poi sfruttato dal complesso V per produrre ATP. Questo elegante sistema 
per la produzione di ATP non è però perfetto e una piccola porzione (circa il 2%) di 
elettroni, passando attraverso la catena di trasporto, soprattutto a livello del complesso I e 
III (Chandel et al, 2000) reagisce con le molecole di ossigeno e forma anioni superossido, 
che possono venir convertiti, sia da sistemi enzimatici che non, in specie reagenti 
dell’ossigeno (ROS) come il perossido di idrogeno e radicali idrossilici reattivi. Le cellule 
sono dotate di un robusto apparato di sistemi endogeni antiossidanti per proteggersi 
dall’eccessiva produzione di ROS. Nonostante questo quando i livelli di radicali liberi 
dell’ossigeno superano le capacità antiossidanti della cellula, questo comporta danni 
molecolari a macromolecole come proteine, lipidi e soprattutto acidi nucleici. Alcuni 
tessuti, come SNC e muscolo scheletrico, sono molto più vulnerabili allo stress ossidativo 
a causa del loro elevato consumo di O2 (Mancuso et al, 2006). Inoltre, rispetto ad altri 
tessuti, l’encefalo ha un’inferiore attività di enzimi antiossidanti come la glutatione 
perossidasi (GPX) e la catalasi, e contiene elevate concentrazioni di acidi grassi 
polinsaturi, altamente sensibili alla perossidazione (Mancuso et al, 2006). Il superossido 
può reagire con l’ossido nitrico (NO), una molecola che nel SNC agisce da 
neurotrasmettitore, a formare il perossinitrito (ONOO
-
) una specie altamente dannosa per il 
DNA. Il danno ossidativo sul DNA è ritenuto essere fortemente deleterio sulle cellule post-
mitotiche, come neuroni e miociti, dal momento che queste non possono esser rimpiazzate 
tramite meccanismi di divisione cellulare. Le cellule possiedono un complesso sistema di 
difesa (superossido dismutasi o SOD, GPX e altre molecole) contro l’accumulo di ROS, e 
in condizioni normali sono in grado di farvi fronte. Il termine “stress ossidativo” descrive 
la condizione in cui i meccanismi di difesa antiossidanti della cellula sono insufficienti a 
mantenere i livelli di ROS sotto la soglia di tossicità. 
Il mtDNA è particolarmente sensibile al danno ossidativo a causa della sua localizzazione 
a stretto contatto con la membrana mitocondriale interna, dove i ROS sono prodotti, poiché 
non è protetto da istoni e perché dotato di un sistema di riparazione inefficiente.  
Per tanto quello che si può venire a creare è un circolo vizioso di danno cellulare: poiché i 
geni del mtDNA codificano subunità della ETC, il danno ossidativo sul mtDNA, se non 




quegli stessi geni coinvolti nella produzione di ATP, portando così a disfunzione 
respiratoria, aumentata produzione di ROS ed infine a morte cellulare (Mancuso et al 
2006). Per questi motivi, le modificazioni ossidative alle basi del mtDNA possono 
accentuare la disfunzione bioenergetica presente per definizione nelle malattie 
mitocondriali, e costituire un fattore di progressione di danno in questo gruppo di malattie.  
 
2.6   Approccio diagnostico: 
Il processo diagnostico in pazienti con sospetto di malattia mitocondriale ha inizio con 
l’anamnesi personale e familiare. Sapendo del controllo genetico duale sulla catena di 
trasporto degli elettroni un’ereditarietà di tipo materno suggerisce mutazioni del mtDNA, 
mentre una di tipo mendeliano suggerisce alterazioni delle proteine codificate dal nDNA 
(DiMauro et al 2004 ).  
All’anamnesi segue un approfondito esame obiettivo. Le “red flags” che inducono a 
prendere in considerazione una diagnosi di malattia mitocondriale sono: bassa statura, 
ipoacusia neurosensoriale, ptosi palpebrale, oftalmoplegia, neuropatia assonale, diabete 
mellito, miopatia, cardiomiopatia ipertrofica, emicrania. Queste manifestazioni devono, 
ovviamente, essere ricercate nel paziente e nei familiari, al fine di evidenziare la più 
probabile ereditarietà. 
La diagnosi di malattia mitocondriale richiede un complesso approccio, che si avvale di 
numerosi test di laboratorio e imaging strumentale: misurazioni del lattato sierico, 
elettromiografia, risonanza magnetica spettroscopica (MRS), biopsia muscolare con studi 
istologici e biochimici nonché analisi genetiche. Un sintomo comunemente presente in 
pazienti con miopatia mitocondriale è l’intolleranza all’esercizio fisico, riferita dal paziente 
ed accompagnata da algie muscolari, ascrivibile alla deficitaria produzione di energia nel 
muscolo scheletrico. Nonostante questo la creatin chinasi (CK) ematica, comune marcatore 
di patologia muscolare, è quasi sempre normale. I test da sforzo sono uno strumento 
particolarmente utile nella diagnostica delle miopatie mitocondriali (Siciliano et al 2007) 
poiché ci permettono di valutar quantitativamente la deficitaria produzione di energia nel 
muscolo scheletrico, la quale comporta un’aumentata produzione di lattato, deplezione di 





2.6.1 Marcatori solubili a riposo 
Nelle malattie mitocondriali si ha un’alterazione della fosforilazione ossidativa, che 
determina un metabolismo aerobio difettoso. Per questo motivo il metabolismo del tessuto 
muscolare, che per il proprio funzionamento necessita di alti livelli di energia, diventa 
prevalentemente anaerobio e questo comporta un’aumentata produzione di acido lattico. 
L’acidosi lattica è un reperto comune nelle malattie mitocondriali, ma la sua assenza non 
pregiudica questa diagnosi. L’iperlattacidemia è presente anche nei disordini della 
gluconeogenesi, come il deficit di piruvato deidrogenasi. Per distinguere le malattie 
mitocondriali da questa condizione può essere utile il rapporto molare lattato/piruvato, che 
nelle malattie mitocondriali tende ad essere > 25 (Debray et al 2007). In condizioni 
cliniche particolari, come ad esempio il neonato ipotonico, il livello serico di alcuni 
aminoacidi può essere utile nella diagnostica differenziale. Infatti l’alanina non è 
aumentata nel neonato con iperlattacidemia transitoria in seguito a moderata ipossia 
perinatale, mentre è un marker sensibile di disfunzione mitocondriale (Morava et al 2006). 
Inoltre, nei pazienti MELAS la concentrazione di citrullina è inferiore rispetto ai controlli, 
in modo inversamente proporzionale ai livelli di arginina (Naini et al 2005). Il lattato 
urinario non è un utile marcatore di miopatia mitocondriale. Il fumarato ed il malato urinari 
potrebbero essere utili per distinguere i pazienti con malattia mitocondriale ed organico 
aciduria da altri soggetti (Barshop, 2004). In alcuni casi di sindrome di Leigh è stata 
osservata una persistente escrezione urinaria di acido 3-metilglutaconico (Wortmann et al 
2006). In rari casi, la sindrome infantile da deplezione di mtDNA può essere associate a 
metilmalonico aciduria (Yano et al 2003). 
 
2.6.2   Test da sforzo 
Nei pazienti con miopatia mitocondriale la prova da sforzo deve stimolare il metabolismo 
aerobico, quello prevalentemente alterato. Il test deve essere eseguita a digiuno e 
generalmente è effettuato su una pedana mobile o un cicloergometro (Siciliano et al 1999; 
Siciliano et al 2007).  
I test da sforzo sono spesso utilizzati come misura di outcome negli studi di intervento ad 
esempio implementazione di CoQ10, creatina, allenamento aerobico (Taivassalo et al 




circolanti dei marcatori di stress ossidativo (es. lipoperossidi) nei pazienti affetti da 
miopatia mitocondriale. In questi pazienti i livelli medi di lipoperossidi sono indicativi di 
un moderato stress ossidativo. Durante l’esercizio incrementale i lipoperossidi non 
aumentano ulteriormente, ma rimangono significativamente più elevati rispetto ai controlli. 
Uno strumento semplice e poco invasivo di screening per le malattie mitocondriali è il test 
aerobico all’avambraccio (Meulemans et al 2007), ma un recente studio ha dimostrato 
come il test ischemico all’avambraccio sia più sensibile per la diagnosi di miopatia 
mitocondriale (Tarnopolsky et al 2003), anche se meno specifico. 
 
2.6.3    Studi biomolecolari su cellule circolanti 
Lo studio genetico su cellule ematiche è più utile nelle malattie associate ad alterazioni del 
nDNA, mentre le mutazioni del mtDNA sono più facili da reperire nel tessuto muscolare. 
Pur essendo vero che la più comune mutazione “MERRF” (A8344G) è quasi sempre 
rinvenibile nel sangue, le altre mutazioni dei tRNA si ritrovano solo a livelli molto bassi 
nelle cellule circolanti (DiMauro et al 2004). Altri substrati, facilmente accessibili, 
utilizzabili per gli studi genetici sono il sedimento urinario, la mucosa orale, i follicoli 
piliferi, i fibroblasti dermici (DiMauro et al 2004). 
 
 2.6.4   Tecniche di imaging 
Soggetti con differenti malattie mitocondriali presentano reperti di risonanza magnetica 
caratteristici. Ad esempio, nella sindrome di Leigh si osserva bilateralmente 
un’iperintensità di segnale nei nuclei della base e nel tronco encefalico. Nella MELAS 
sono presenti lesioni simili a stroke, soprattutto nel lobo occipitale. Diffuse anomalie di 
segnale della sostanza bianca centrale sono caratteristiche della sindrome di Kearns-Sayre 
(KSS) e calcificazioni dei nuclei della base si ritrovano nella KSS e nella MELAS 
(DiMauro et al, 2004; Bianchi et al, 2007).  
La 1H MRS può mostrare l’alterazione del metabolismo ossidativo nell’encefalo, 
mostrando l’accumulo di lattato nel SNC (Bianchi et al 2007). 
La 31P MRS è in grado di misurare le fluttuazioni di PCr e fosfato inorganico (Pi) durante 




mitocondriale sono un basso rapporto PCr/Pi a riposo e post-esercizio (Kuhl et al 1994) e 
un ritardato recupero dell’ADP (Argov 1998).  
 
 2.6.5    Biopsia muscolare 
Il muscolo può essere l’unico tessuto affetto, a causa della sua elevata dipendenza dal 
metabolismo ossidativo, o può essere coinvolto come parte di una malattia multisistemica. 
Le principali caratteristiche di miopatia mitocondriale sono le fibre “ragged red” (RRF) 
fibre rosse stracciate, causate dall’accumulo di mitocondri strutturalmente alterati (Figura 
3) e le fibre citocromo c ossidasi (COX) negative (Filosto et al, 2007).  
Sulle sezioni di muscolo, la tricromica di Gomori può mostrare la presenza di RRF (Figura 
4), contenenti un carico mutazionale elevato ed una proliferazione patologica di mitocondri 
strutturalmente alterati (Filosto et al 2007). La colorazione per la succinato deidrogenasi 
(SDH) può dimostrare la presenza di accumuli subsarcolemmali o diffusi di mitocondri, 
fibre “ragged blue”. La colorazione COX può dimostrare la presenza di fibre COX-
negative (Figura 5). Con l’utilizzo di anticorpi contro le diverse subunità della COX è 
possibile distinguere l’origine della disfunzione, nDNA o mtDNA (Filosto et al, 2007). 
Alcuni pazienti affetti da MELAS, più raramente da MERRF, presentano un quadro 
istopatologico non significativo, ma un difetto biochimico dei complessi respiratori; 
pertanto una biopsia muscolare normale non esclude una malattia mitocondriale, 
specialmente in pazienti con mutazioni del tRNA (McFarland et al, 2002; Mancuso et al, 
2007b). 
Oltre ai reperti istopatologici, la biopsia muscolare può esser la base per ulteriori studi 
biochimici e molecolari, che possono aggiungere importanti informazioni sul difetto 
responsabile del quadro clinico ed istopatologico. 
In genere mutazioni nei geni strutturali portano a deficit nell’attività dell’enzima affetto, 
mentre mutazioni nei geni che controllano la sintesi proteica riducono l’attività di tutti i 







Figura 3. Sono osservabili due fibre con accumolo sarcolemmale di mitocondri, in alto al centro ed 
in basso a sinistra. Colorazione ematossilina-eosina. 
 
 
Figura 4. Ragged red fibers (RRF). Sono osservabili due RRF in alto a destra ed una in alto a 
sinistra. Tricromica di Gomori. 
 
Figura 5. Fibre citocromo c ossidasi (COX)-negative. Numerose fibre muscolari negative 




 2.7    Approcci terapeutici  
Ad oggi non esiste una strategia razionale di trattamento nel campo delle malattie 
mitocondriali. Supplementi vitaminici, agenti farmacologici, modificazioni dietetiche ed 
esercizio fisico sono stati usati in casi isolati e in piccoli studi clinici al fine di modificare 
la storia naturale di queste malattie, ma l’efficacia di questi interventi rimane incerta. In 
particolare sono stati utilizzati agenti antiossidanti: CoQ10, idebenone, vitamina C, 
vitamina E, menadione; agenti che agiscono sulla acidosi lattica, dicloroacetato e 
dimetilglicina; agenti che correggono deficit biochimici secondari, carnitina, creatina;  
cofattori della catena respiratoria, nicotinamide, tiamina, riboflavina, succinato, CoQ10;  
ormoni, ormone della crescita e corticosteroidi (Chinnery et al 2006). La maggior parte 
delle evidenze a favore dell’uso di specifici trattamenti deriva da singoli case reports.  
Pertanto l’estrema eterogeneità degli studi ha fatto si che al momento attuale non sembra 
esserci una chiara evidenza a favore o contro i trattamenti comunemente utilizzati. Saranno 
necessari ulteriori studi al fine di chiarire il ruolo dei diversi approcci terapeutici nel 
trattamento delle malattie mitocondriali. 
 
      2.8   Funzioni Corticali Superiori 
Il cervello comprende due emisferi cerebrali, in ciascuno dei quali si riconosce uno strato 
esterno fortemente convoluto, la corteccia cerebrale, e tre strutture localizzate in 
profondità: i nuclei della base, l’ippocampo e l’amigdala. La corteccia cerebrale è 
suddivisa in quattro lobi: frontale, parietale, occipitale e temporale (Figura 6). I nuclei della 
base prendono parte alla regolazione delle prestazioni motorie; l’ippocampo è in rapporto 
con alcuni aspetti della conservazione delle tracce mnemoniche, mentre i nuclei 
dell’amigdala coordinano le risposte endocrine e del sistema nervoso autonomo in rapporto 




















Figura 6: rappresentazione schematica della suddivisione funzionale delle aree di corteccia 
cerebrale. 
 
Nel 1861 fu il neurologo francese Pierre Paul Broca il primo a riconoscere come alcune 
aree del cervello siano responsabili di particolari target funzionali; egli riconobbe, grazie a 
studi sul cervello di un paziente afasico, come nella parte posteriore del lobo frontale, area 
che oggi porta il nome di area di Broca, fosse identificabile la regione di corteccia deputata 
all’emissione di un linguaggio intellegibile. Le scoperte di Broca stimolarono la ricerca 
della localizzazione cerebrale di altre funzioni comportamentali specifiche: negli anni 
immediatamente successivi furono scoperte ad esempio l’area di Wernicke, che analizza 
l’informazione uditiva necessaria per il linguaggio ed importante per la comprensione delle 
parole, questa giace accanto alla corteccia uditiva primaria e al giro angolare, responsabile 
dell’associazione delle informazioni acustiche con quelle provenienti da altre modalità 
sensoriali, o la corteccia motrice che controlla i movimenti della bocca e della lingua che 
danno origine alle parole, adiacente all’area di Broca. Oggi abbiamo conoscenze 
estremamente più ampie delle associazioni tra aree corticali e funzioni superiori di natura 
memonica, verbale e attentiva. (Tabella 3) 
Possiamo suddividere l’encefalo in aree sensoriali (uditiva, visiva, somatosensitiva), 
motorie (primaria e secondaria) ed aree di corteccia associativa, cioè regioni la cui lesione 
provoca deficit cognitivi che non possono essere spiegati sulla base di lesioni unicamente 
sensoriali e motorie.  Ampie regioni di corteccia associativa sono disposte all’interno di 




La corteccia associativa parietale è di importanza cruciale per la guida sensoriale del             
comportamento motorio e per la consapevolezza dello spazio.  
La corteccia associativa temporale è importante per il riconoscimento degli stimoli   
sensoriali e per l’immagazzinamento delle conoscenze semantiche (fattuali).  
La corteccia associativa frontale svolge un ruolo cruciale nell’organizzazione del 
comportamento e nella memoria operativa.  
La corteccia associativa limbica svolge funzioni complesse correlate con le emozioni e  
con la memoria episodica (autobiografica).  
Ciò nonostante ancora moltissimo della funzione corticale deve esser svelato.  
Tabella 3 
Funzioni attentive, Flessibilità cognitiva,Velocità psicomotoria 
 
• sistema di eccitabilità tonica: locus coeruleus, nuclei intralaminari del 
talamo, nucleo soprachiasmatico dell’ipotalamo regolazione del 
tono attentivo 
 
• sistema di controllo esecutivo dell’attenzione: 
     
       – circuito della corteccia prefrontale dorsolaterale attenzione 
divisa, 
flessibilità di risposta, genesi di risposte alternative  
        – circuito prefrontale orbitomediale ->  regolazione degli impulsi,        
partecipazione alla regolazione dell’umore  
        – circuito del giro del cingolo anteriore - >motivazione  
 
 
   
Funzioni mnesiche 
 • memoria verbale a breve termine: regione parietale postero-inferiore 
sx            (giro sopra-marginale) 
 
• span di memoria spaziale: corteccia visiva associativa (area 19),  
       corteccia associativa parietale postero-inferiore dx,  
      corteccia prefrontale (area 47)  
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         corteccia associativa occipito-parietale sx;  
         regione temporale inferiore e talamo dx, 
         regione prefrontale inferiore  
 
• working memory: area prefrontale dorso-laterale (9-10-46),  
        area parietale posteriore (7-40-39), 
        nucleo ventro-anteriore e dorso-mediale del talamo,  
        testa del nucleo caudato, globo pallido 
 
• memoria a lungo termine: 
       -immagazzinamento: formazione ippocampale, corpi mammillari, 
tratti  
              mammillo-talamici, nuclei anteriori e dorso-mediali del talamo, 
              giro del cingolo, regione fronto-basale mediana 
 
      – archivio: corteccia paraippocampale ed entorinale 
 
 
      – recupero: corteccia prefrontale dorso-laterale, nucleo caudato sx 
         e sostanza bianca sovrastante 
 
Funzioni linguistiche 
• codificazione fonemica: corteccia temporo-parietale sx  
 
• elaborazione dell’output motorio: corteccia frontale infero-anteriore,  
           area premotoria (4s di Broca)  
 
• vie di integrazione uditivo-motoria: strutture sottocorticali quali 
talamo sx,  
           nucleo caudato sx e sostanza bianca adiacente 
 • recupero lessicale a livello semantico e fonemico: corteccia 
prefrontale      
 soprattutto sx  
Processi visuo-spaziali 
 • regione parietale dx, sx e corteccia prefrontale  
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3.  Obiettivi e disegno dello studio: 
 
La grande variabilità clinica, biochimica e genetica che caratterizza la popolazione dei 
pazienti affetti da patologia mitocondriale vede un denominatore comune: un difetto della 
fosforilazione ossidativa e il risultante deficit energetico cellulare.  
Dal momento che l’energia utilizzata dall’encefalo dipende fortemente dal metabolismo 
ossidativo, il SNC risulta particolarmente suscettibile alla disfunzione mitocondriale 
(DiMauro and Moraes, 1993; Madsen et al., 1993). E’ stato osservato che diverse regioni 
dell’encefalo sembrano avere un diverso grado di tolleranza alla disfunzione metabolica, 
ad esempio i lobi frontali sembrano avere la maggior richiesta metabolica (Roland et al 
1985,1987). 
Da questa osservazione deriva l’ipotesi che i deficit neurocognitivi possano rappresentare 
espressione diretta e primitiva d’interessamento cerebrale nei pazienti affetti da malattia 
mitocondriale. In tal senso i test neuropsicologici per le funzioni cognitive, in grado di 
evidenziare un coinvolgimento, talora anche a livello subclinico, potrebbero rappresentare 
un sistema di misura efficace, quantificabile e documentabile di un eventuale impegno 
neuropatologico sulle funzioni corticali superiori. L’esame neuropsicologico è infatti un 
metodo di indagine non invasivo, in grado di fornire una misura dell’effettivo impatto 
clinico di un danno cerebrale, funzionale e organico, sulle funzioni corticali superiori che 
può non essere fornita dalle indagini morfologiche e funzionali, quali la RMN e la PET con 
FDG, le quali a tutt’oggi non sono, spesso, in grado di offrire un livello di sensibilità 
elevato in fasi iniziali di patologie neurologiche a decorso cronico, quale può esser 
considerata l’encefalopatia nelle malattie mitocondriali. Data, però, l’evidente 
complementarietà di queste tecniche con questo progetto di tesi si è cercato di valutare la 
concordanza tra presenza e sede d’interessamento cerebrale valutato ai test 
neuropsicologici con la presenza e sede di danno rilevato alla RMN/PET.  
Il sistema mitocondriale per la produzione di ATP è estremamente efficace, ma sappiamo 
che questo elegante sistema non è perfetto ed una piccola porzione (circa il 2%) di elettroni 
passando attraverso la catena di trasporto, soprattutto a livello del complesso I e III,  
reagisce con le molecole di ossigeno e forma anioni superossido, che possono venir 




perossido di idrogeno e radicali idrossilici reattivi, tossici per il nostro organismo. Il 
termine “stress ossidativo” descrive la condizione in cui i meccanismi di difesa 
antiossidanti della cellula sono insufficienti a mantenere i livelli di ROS sotto la soglia di 
tossicità. Il SNC e muscolo scheletrico sono i tessuti più vulnerabili allo stress ossidativo a 
causa del loro elevato consumo di O2 (Mancuso et al 2006). Inoltre, rispetto ad altri tessuti, 
l’encefalo ha un’inferiore attività di enzimi antiossidanti come la glutatione perossidasi 
(GPX) e la catalasi, e contiene elevate concentrazioni di acidi grassi polinsaturi, altamente 
sensibili alla perossidazione (Mancuso et al 2006).  Il mtDNA è particolarmente sensibile 
al danno ossidativo a causa sia della sua localizzazione a stretto contatto con la membrane 
mitocondriale interna, dove i ROS vengono prodotti, sia perché questo non è protetto da 
istoni ed è riparato in modo inefficiente.  Per questo motivo quello che si può venire a 
creare è un circolo vizioso di danno cellulare: mutazioni dei geni del mtDNA che 
codificano subunità della ETC possono determinare un’aumentata produzione di ROS, il 
danno ossidativo da questi provocato sullo stesso mtDNA, se non correttamente riparato, 
può risultare in ulteriori mutazioni e delezioni che contribuiscono al deteriorarsi della 
funzione di quegli stessi geni coinvolti nella produzione di ATP, portando così a maggior 
disfunzione respiratoria, aumentata produzione di ROS ed infine a morte cellulare 
(Mancuso et al 2006). Per questi motivi, le modificazioni ossidative alle basi del mtDNA 
possono accentuare la disfunzione bioenergetica presente per definizione nelle malattie 
mitocondriali, e costituire un fattore di progressione in questo gruppo di malattie. Da 
questa osservazione nasce la seconda ipotesi che ha guidato il presente lavoro di tesi: 
osservare, tramite parametri biochimici, se fosse presente una correlazione tra i livelli 
biochimici di marcatori di stress ossidativo e la disfunzione cerebrale misurabile tramite i 
test neuropsicologici. A tale scopo abbiamo utilizzato:  
 la determinazione degli AOPP, la quale permette di stimare la quantità di proteine 
che hanno subito un processo di ossidazione a livello di specifici residui da parte di 
specie chimiche reattive;  
 la determinazione delle FRAP, metodica che consente di valutare la capacità 
antiossidante del plasma mediante la riduzione, da parte del plasma stesso, dello 






4.    MATERIALI E METODI 
 
 4. 1  Soggetti in studio 
Per questo lavoro di tesi sono stati selezionati 31 pazienti (19 femmine, 12 maschi; età [in 
anni, media ± deviazione standard] 62,3 ± 14,1) con diagnosi di malattia mitocondriale  
definita in base agli esami istopatologici (RRF), biochimici e genetici. I pazienti non 
presentano diagnosi di disordine neuropsichiatrici maggiori.  
I pazienti hanno fornito il loro consenso informato. 
I dati dei pazienti sono riportati nella Tabella 4.  
Su 31 pazienti arruolati nello studio, 10 sono affetti da PEO, un solo paziente da MELAS 
(mutazione 3243 A>G) e i restanti presentano un fenotipo caratterizzato da encefalo-
miopatia variabilmente associata a diabete mellito di tipo 2, ipertensione, disartria, 
disfagia, miopatia, ipoacusia e tremore. Dal punto di vista genetico, 8 casi presentano 
delezioni multiple del mtDNA e altri 8 pazienti delezione genica singola.  
Tabella 4 
Paziente Età Scolarità Sesso Fenotipo clinico Genetica 
1 45 8 M ENCEFALOMIOPATIA, T2D DM 
2 70 8 F MIOPATIA n.n. 
3 78 8 M ENCEFALOMIOPATIA DM 
4 36 13 M MIOPATIA DM 
5 
 
5 F MIOPATIA n.n. 
6 58 8 F ENCEFALOMIOPATIA A1555G 
7 76 5 F MIOPATIA DM 
8 81 5 F ENCEFALOMIOPATIA, SJOGREN n.n. 
9 62 8 F ENCEFALOMIOPATIA  DARS2 
10 78 5 F PEO DM 
11 62 8 M PEO A32521G 
12 
 
8 F MIOPATA n.n. 
13 64 5 F MIOPATIA DM 
14 75 5 M PEO DM 
15 65 8 F ENCEFALOMIOPATIA, T2D POLG 
16 61 13 F MIOPATIA DS 
17 69 5 F MIOPATIA n.n. 




19 66 8 M PEO, IPOACUSIA DM 
20 41 8 M PEO, IPOACUSIA DS 
21 68 5 F ENCEFALOMIOPATIA n.n. 
22 77 5 F TREMORE MISTO, IPOACUSIA n.n. 
23 46 8 M MELAS 3243 A>G 
24 30 17 M ATROFIA OTTICA DI LEBER  G11778A 
25 43 17 M PEO n.n. 
26 
 
13 F MIOPATIA n.n. 
27 63 5 F PEO n.n. 
28 51 8 F PEO n.n. 
29 58 5 M PEO n.n. 
30 71 5 F MIOPATIA n.n. 
31 72 5 M ATASSIA DM 
  
Tabella 4. Soggetti arruolati nello studio. DM: delezioni multiple del mtDNA; DS: delezione 
singola del mtDNA; mtDNA, genoma mitocondriale; n.n.: non nota; PEO: oftalmoplegia esterna 
progressiva; T2D: diabete tipo 2.   
 
Protocollo di studio: 
1.  Anamnesi all’arruolamento, sono stati selezionati pazienti che non mostrassero deficit 
cognitivi o psichiatrici clinicamente evidenti; 
2.  Esame obiettivo neurologico; 
3. Batteria di test neuropsicologici per la valutazione dell’attenzione, memoria verbale, 
memoria visuo-spaziale, funzioni frontali e capacità di pianificazione; 
4. Eseguiti  esami di neuroimaging , PET con FDG e/o RMN; 
5. Eseguiti test biochimici su prelievo ematico per la determinazione dei parametri 








4.2   Dosaggi biochimici 
4.2.1    Determinazione dei prodotti di ossidazione avanzata delle proteine (AOPP). 
La determinazione degli AOPP permette di stimare la quantità di proteine che hanno subito 
un processo di ossidazione a livello di specifici residui da parte di specie chimiche reattive. 
Questo dosaggio si basa su un protocollo messo appunto da Witko-Sarsat e collaboratori 
(1996), di seguito descritto.  
I STEP:  preparazione delle soluzioni necessarie per effettuare l’ analisi 
 500 ml di Tampone fosfato Dulbecco (PBS), ottenuto sciogliendo 4.77 g di PBS in 
polvere in acqua distillata, grazie all’uso di un agitatore magnetico, 
 Stock di Cloramina T 0.1 mM, è stata preparata una prima soluzione 10 mM 
(100X) sciogliendo 2.276 g di cloramina T per ogni litro di PBS. 
100 μl dello stock 100X sono stati aggiunti a 900 μl di PBS, al fine di ottenere una 
soluzione di cloramina T 1 Mm (10X). Da quest’ultima soluzione sono stati prelevati 140 
μl a cui sono stati aggiunti 1260 μl di PBS per ottenere cloramina T 0.1 Mm (1 X). 
Una volta terminata la preparazione degli stock sono state effettuate delle diluizioni scalari 
per la preparazione di ogni standard a diverse concentrazioni. Sono stati utilizzati 700 μl di 
PBS e 700 μl della soluzione alla diluizione precedente, come riportato nello schema 
seguente:  
-1:2 (0,05 mM): 700 μl di standard 1X più 700 μl di PBS; 
-1:4 (0,025 mM): 700 μl dello standard 1:2 più 700 μl di PBS; 
-1:8 (0,0125 mM): 700 μl dello standard 1:4 più 700 μl di PBS; 
-1:16 (0,00625 mM): 700 μl dello standard 1:8 più 700 μl di PBS; 
-1:32 (0,003125 mM): 700 μl dello standard 1:16 più 700 μl di PBS; 
-1:64 (0,0015625 mM): 700 μl dello standard 1:32 più 700 μl di PBS; 




 Ioduro di potassio (KI) 1.16 M: è stato preparato sciogliendo 1.9256 g di polvere in 
10 ml di acqua distillata.  
II STEP: semina su piastra 
Su una piastra da 96 pozzetti, trasparenti agli UV sono stati dispensati nell’ordine, il 
bianco, gli standard e i campioni di plasma da analizzare. La semina è stata effettuata in 
doppio seguendo lo schema sotto riportato: 
 bianco: 200 μl di PBS 
 20 ml di CH3COOH 
 10 μl di KI 
 standard:-200 μl delle soluzioni precedentemente preparate a varie concentrazioni 
 campioni:- 30 μl di plasma 
                - 170 μl di PBS 
                 -20 μl di CH3COOH 
                 -10 μl di KI. 
Dopo 1 minuto di incubazione a temperatura ambiente è stato letto il valore di assorbanza 
dei campioni ad una lunghezza d’ onda di 340 nm mediante l’ausilio di un lettore di piastra 
(Tecan). Il valore di assorbanza del campione deve essere compreso tra il valore di 
assorbanza del bianco e il valore di assorbanza dello standard 1:2. Se tale valore superava o 
era inferiore a questo range, non è stato considerato accettabile ed il dosaggio è stato 
ripetuto. Utilizzando i valori medi degli standard ottenuti è stata allestita una curva di 
calibrazione, la media dei valori di assorbanza dei campioni di plasma è stata sottratta alla 
media dei valori di assorbanza del bianco; Il valore degli AOPP sono stati espressi in 
nmol/ml di equivalenti di cloramina T. 
 





 4.2.2   Determinazione delle capacita ferro-riducente del plasma (FRAP). 
La determinazione delle FRAP è una metodica che consente di valutare la capacità 
antiossidante del plasma mediante la riduzione, da parte del plasma stesso, dello ione 
ferrico, presente nel reattivo FRAP, in ione ferroso. Il dosaggio delle FRAP è stato 
eseguito seguendo il protocollo descritto da Benzie e Strain (1996). 
I STEP: preparazione delle soluzioni 
Il tampone sodio acetato (pH 3.6) è preparato utilizzando una soluzione di acido acetico 
(300 mM), ottenuta diluendo 1.76 ml di CH3COOH in 100 ml di H2O, ed una soluzione di 
acetato di sodio (CH3COONa) (300 mM) preparata sciogliendo 0.817 g di CH3COONa in 
20 ml di acqua distillata con l’ausilio di un agitatore. Dopo aver lavato e tarato l'elettrodo 
del pHmetro, che è stato immerso nella soluzione di CH3COOH, è stata aggiunta, poco alla 
volta, la soluzione di CH3COONa fino a raggiungere un pH di 3.6. 
 Acido cloridrico (HCl) 0.04 M e 0.01 M:  
Sono state effettuate delle diluizioni scalari partendo da uno stock ad una concentrazione di 
12 M: 
-HCl (1 M): ad 1 ml di stock 12 M sono stati aggiunti 11 ml di acqua distillata; 
-HCl (0.04 M): ad 1 ml di HCl 1 M sono stati aggiunti 24 ml di acqua distillata; 
-HCl (0.01 M): a 5 ml di HCl 0.04 M sono stati aggiunti 15 ml di acqua distillata. 
 Solfato di ferro eptaidrato (FeSO4·7 H2O), 4 mM, disciolto in HCl 0.01 M :  
-sono stati sciolti 11.1 mg di FeSO4·7 H2O in 10 ml di HCl, seguono diluizioni scalari in 
HCl (0.01 M) a partire dallo stock 4 mM, come nello schema seguente: 
- 2 mM: 100 μl di stock in 100 μl di HCl; 
- 1 mM: 100 μl di 2 mM in 100 μl di HCl; 
- 0.5 mM: 100 μl di 1 mM in 100 μl di HCl; 
- 0.25 mM: 100 μl di 0.5 mM in 100 μl di HCl; 




- 0.00625 mM: 100 μl di 0.125 mM in 100 μl di HCl; 
- Bianco (0 mM) 100 μl di HCl.  
 tripiridiltriazina 10 mM disciolta in HCl 40 mM:  
si prepara sciogliendo 15.62 mg di tripiridiltriazina in 5 ml di HCl.  
 cloruro ferrico (FeCl3), 20 mM, disciolto in H20 si sciolgono 27 mg di FeCl3 in 
5 ml di acqua distillata. 
 Reattivo FRAP : 
-10 volumi di tampone sodio-acetato 300 mM pH 3.6, 
-1 volume di tripidiltriazina 10 mM in HCl 40 mM, 
-1 volume di FeCl3 20 mM, disciolto in acqua. 
Terminata la preparazione delle soluzioni, il reattivo cosi preparato è stato incubato a 37°C 
per 10 minuti.  
II STEP: semina, in doppio, è stata effettuata utilizzando 8 μl di bianco, 8 μl di standard e 8 
μl di plasma dei campioni da analizzare, su una piastra costituita da 96 pozzetti (Costar). A 
questi sono stati aggiunti 250 μl di reattivo FRAP e dopo un’incubazione di 4 minuti sono 
stati letti i valori di assorbanza ad una lunghezza d'onda di 620 nm. Il valore di assorbanza 
del campione deve essere compreso tra il valore minimo e il valore massimo della curva 
standard. È stata allestita una curva di calibrazione utilizzando i valori di assorbanza delle 
diluizioni scalari di FeSO4·7 H20. La media dei valori di assorbanza dei campioni è stata 












4.3   Valutazione neuropsicologica 
 
Tutti i pazienti sono stati sottoposti ad una batteria  di 23 test neuropsicologici della durata 
complessiva di circa un’ora. Sono stati selezionati, uno o più, test per valutare molte 
funzioni cognitive ascrivibili al “macro-dominio” esecutivo-frontale. I test sono stati 
raggruppati in quattro domini cognitivi a seconda che esplorassero più selettivamente: 
attenzione semplice e complessa, memoria, processi visuo-spaziali, linguaggio, 
ragionamento/problem solving e flessibilità cognitiva. 
La batteria è risultata così costituita:   
 Attenzione sostenuta, selettiva e divisa: Coloured Progressive Matrices 
(CPM7), Matrici attentive, Symbol digit test (SDT) e Digit symbol test (DST),  
Test di Stroop-effetto interferenza, Test di Stroop- effetto errori, Trial Making 
Test (A, B, AB); 
 Memoria verbale: Digit Span memoria di cifre, Test delle 15 parole di Rey-
rievocazione immediata, Test delle 15 parole di Rey-rievocazione differita; 
 Memoria visuo-spaziale: Test dei cubi, Figura complessa di Rey-
copia/immediata/differita; 
 Funzioni esecutive (funzioni frontali propriamente dette e capacità di 
pianificazione): Test Clox1, Test Clox2; Test fluenza verbale semantica, Test 
fluenza verbale fonemica,  WCST errori perseverativi,  WCST categorie, FAB, 
TIB. 
 MMSE a completamento. 
 
Descrizione dei Test somministrati: 
4.3.1 PROVA D’INTELLIGENZA BREVE (TIB) 
 Indicazioni: Stima del quoziente intellettivo attuale e premorboso. 
Descrizione: E’ un test di lettura di parole con accentazione irregolare o regolare; il suo  
assunto è che il quoziente intellettivo sia correlato all'abilita di lettura e che questa sia 
resistente all'effetto di condizioni morbose come demenze, traumi cranici, schizofrenia, 
ecc. Il test comprende 54 parole, di cui 34 costituiscono il test vero e proprio, in parte 




controllo e non entrano nel computo del punteggio. Si chiede al paziente di leggere le 
parole e si registrano gli errori di accentazione. Il numero di errori permette di calcolare la 
stima del QI totale, verbale e di performance. 
Questo test è stato costruito come equivalente italiano del NART (National Adult Reading 
test) di Nelson (1982). 
Tempo di somministrazione: 5 Minuti. 
 Nell’interpretazione del risultato del test vengono utilizzate delle tarature, queste 
permettono di correggere il punteggio grezzo per età e scolarità ed ottenere quindi un 
punteggio equivalente utilizzato come cut off di normalità/patologia. La taratura utilizzata 
in questo caso è la versione di Sartori e collaboratori (1997), basata su un campione di 127 
soggetti (54 M, 53 F), neurologicamente indenni, di età compresa tra 30 e 80 anni e 
scolarità media 9,4 (DS 3,6). Metodo statistico: medie e deviazioni standard, equazione di 
regressione per calcolare i QI, in base alle variabili con effetto significativo.  
Il test può essere considerato attendibile purché il processo patologico non interferisca con 
le capacità linguistiche e di lettura. Inoltre il soggetto deve aver acquisito regolarmente le 
capacità di lettura: soggetti con scolarità molto bassa, o con dislessia o disturbi specifici di 
apprendimento, potrebbero avere prestazioni patologiche al TIB pur avendo un’intelligenza 
normale. Infine non è ben definita la sua affidabilità per i soggetti iperdotati. (Colombo et 
al, 2002).  
 
4.3.2 MEMORIA A BREVE TERMINE VERBALE E VISUO-SPAZIALE 
DIGIT SPAN- SPAN DI CIFRE 
Misurazione dello span di memoria verbale a breve termine. 
Descrizione: L’esaminatore presenta oralmente una sequenza di cifre. Il soggetto deve 
ripeterla correttamente: stesse cifre nello stesso ordine immediatamente dopo la 
presentazione. In caso di riproduzione corretta si passa ad una sequenza di lunghezza 
superiore (una cifra in più), si prosegue fino a quando il soggetto fallisce consecutivamente 




ripetuta correttamente. Lo span è dato dalla lunghezza dell'ultima stringa di cifre ripetuta 
correttamente. 
 Tempo di somministrazione: circa 3-4 minuti. 
 Questo test è una prova semplice, rapida e affidabile per misurare lo span verbale ( 
Mondinis et al. , 2003).  
 
4.3.3 MINIMENTAL STATE EXAMINATION (MMSE) 
Indicazioni : breve screening dello stato mentale. 
 Descrizione  
Nella versione di Frisoni et al. (1993), quella utilizzata nelle tarature pubblicate, gli item 
sono i seguenti: 
- Orientamento temporale (data, mese, anno, giorno della settimana e stagione) e spaziale 
(luogo, piano, città, regione, nazione), 10 items; 
- Memoria (rievocazione immediata delle parole CASA, PANE e GATTO, e rievocazione 
differita a qualche minuto), 6 items; 
-  Attenzione e calcolo (conteggio all'indietro di 7 in 7 partendo da 100, oppure lo spelling 
inverso della parola CARNE), 5 items;  
- Linguaggio (denominazione di due oggetti: matita e orologio, ripetizione della frase 
"Sopra la panca la capra campa", esecuzione del comando CHIUDA GLI OCCHI letto su 
un foglio, esecuzione di un comando a tre stadi "Prenda il foglio con la mano destra , lo 
pieghi a metà e lo butti per terra ", scrittura di una frase di senso compiuto), 8 items; 
-  Prassia (copia di un disegno geometrico semplice: due pentagoni intrecciati una formare 
un rombo nell'intersezione), 1 item;  
Per un totale di 30 items, ad ognuno dei quali si attribuisce 1 punto se la risposta è corretta, 
0 se errata (intervallo 0-30). 




Si utilizza la Taratura di Magni et al. (1996), standardizzazione che è stata utilizzata 
inizialmente nel Progetto Cronos per il monitoraggio dei trattamenti dei pazienti con 
demenza. La taratura ha utilizzato un campione di 1.019 soggetti, neurologicamente 
indenni, di tre cittadine del Nord Italia, di età compresa tra 65 e 89 anni (suddivisi in 5 
gruppi) e scolarità da 0 e 17 anni (4 gruppi). I risultati sono stati validati con metodo 
statistico: medie e deviazioni standard, equazione di regressione non lineare che tiene 
conto delle variabili ad effetto significativo, tabelle di correzione, limiti di tolleranza non 
parametrici. (Categoria B) 
Questo test rappresenta il primo gradino della valutazione neuropsicologica, uno strumento 
minimo da cui partire. Le due standardizzazioni principali (Magni et al. 1993; Measso et 
al, 1993) hanno valori di correzione molto differenti per età e scolarità, perciò è  necessario 
tenerne conto nell'interpretazione; in ogni caso il test è molto sensibile a tali fattori per cui 
può risultare poco affidabile nelle situazioni estreme di età e scolarità, in entrambe le 
direzioni (ad esempio falsi negativi in pazienti con alta scolarità, falsi positivi in pazienti 
anziani con bassa scolarità). Lo studio di Nolfe et al. (1997) evidenzia che il rendimento 
per scolarità molto basse è assai diverso dallo standard utilizzato comunemente, per cui il 
cut-off dovrebbe essere abbassato per evitare falsi positivi (14 per gli analfabeti, il 17 per 
scolarità 1-3 anni).  
 
4.3.4 COLOURED PROGRESSIVE MATRICES (CPM47) 
Indicazioni: ragionamento analogico visuo- spaziale, intelligenza logico deduttiva.  
Descrizione: 
 Il Test è composto da 36 tavole a colori, divise in 3 serie (A, AB, B); ogni tavola si 
compone di una parte superiore che contiene la figura stimolo che manca di un 
frammento ed una parte inferiore che contiene 6 alternative di risposta. Al soggetto 
viene chiesto di indicare, tra le sei alternative, quella che a suo parere completa, 
nel modo migliore, la figura stimolo. Il test viene somministrato senza limiti di 
tempo. Si assegna un punto ad ogni risposta corretta (Range: 0-36).  




Caratteristica del materiale di questa versione delle matrici di Raven è quella di avere la 
maggior parte delle tavole a colori, le prime due serie di tavole corrispondono alle prime 
due serie del SPM38 che sono invece in bianco e nero. Il test è influenzato non solo dalle 
abilita di ragionamento logico/analogico su base di visuo-spaziale, ma anche da eventuali 
disfunzioni visuo-percettive. In caso di lesioni dell'emisfero destro, la presenza di forme 
sfumate di neglet può determinare una preferenza di posizione per le risposte sul lato 
destro.  La taratura presente nell'MDB  (Caltagirone et al., 1995; Carlesimo et al., 1995 e 
1996), è probabilmente la più adatta per il lavoro clinico.  
 
4.3.5 TRAIL MAKING TEST (TMT) 
Indicazioni: attenzione divisa, coordinazione visuo-motoria, abilità di alternare il setting 
concettuale, flessibilità mentale. 
Descrizione :    
 VERSIONE AB: il TMT è composto da due subtest (A e B); ogni subtest è 
preceduto  da un pretest, la cui corretta esecuzione rappresenta la condizione  per 
procedere alla somministrazione della prova. Nel primo compito il soggetto deve 
collegare con una matita, in sequenza, tutti i numeri presenti nel foglio (da 1 a 8 nel 
pretest  e dal 1 al 25 nel subtest A). Nel secondo compito il soggetto deve collegare 
il più rapidamente possibile alternativamente un numero ed una lettera dell'alfabeto 
in ordine progressivo (es  1-A, 2-B, 3-C, ecc.). L'esaminatore avrà cura di 
correggere il soggetto dopo ogni errore commesso nel collegare gli items (senza 
interrompere il conteggio del tempo). I punteggi sono dati dal tempo necessario a 
completare i subtest A e B ed anche dal tempo di scarto tra le due prove (B-A). 
Tempo di somministrazione: 5-10 minuti circa.  
 
4.3.6. TEST DI STROOP 
Indicazioni: attenzione selettiva. Funzioni esecutive, capacità inibitoria dell’interferenza, 




Descrizione: E’ una prova semplice da somministrare e rapida ( richiede 5 minuti per la 
somministrazione), articolata in tre sub test:  
 leggere una lista di nomi di colori,  
 dire il nome dei colori che rappresentano alcune macchie colorate,  
 dire il nome del colore in cui sono stampate alcune denominazioni di colore (per 
esempio se c’è la parola “verde” scritta in giallo il soggetto deve dire giallo). 
Nella batteria utilizzata in questo progetto di tesi, il Test di Stroop è somministrato nella  
versione di Caffarra et al. (2002): versione breve 1, in forma cartacea. Questa versione è 
stata ottenuta da un campione di 248 adulti, neurologicamente indenni, di età compresa tra  
20 e 89 anni (M= 52,10 e DS= 19,56) e scolarità da 5 a 17anni (M=11,54 e DS =4,75). E’ 
stata valutata con metodo statistico, tabelle di correzione per le variabili con effetto 
significativo, punteggi equivalenti . (Categoria A). Le versioni abbreviate di questo test 
sono piuttosto diffuse sia in Italia che all'estero e forniscono una buona misura 
dell'attenzione selettiva e della capacità di inibire l'interferenza. 
 
4.3.7.  RIPRODUZIONE A MEMORIA DELLA FIGURA DI REY-OSTERRIETH 













Descrizione: si chiede al soggetto in un primo momento di ricopiare la figura, e 
successivamente di ridisegnarla a partire dal solo ricordo. Non è un test a tempo. Si 
assegna: per ogni elemento riprodotto correttamente e ben posto 2 punti, se mal posto 1 
punto; per ogni elemento deformato o incompleto, ma ben posto 1 punto, se mal posto 0,5  
punti, se elemento irriconoscibile o assente 0 punti. 
 
4.4.8. PROVA DELLE 15 PAROLE DI REY 
Indicazioni: esame della memoria a lungo termine verbale.  
Descrizione:  
 Versione MDB: l’esaminatore legge una lista di 15 parole al ritmo di una parola al 
secondo per 5 volte, e dopo OGNI presentazione richiede la rievocazione delle 
parole in ordine libero; la somma delle parole rievocate nelle 5 prove costituisce il 
punteggio di rievocazione immediata (Range 0-75). Dopo un intervallo di 15 
minuti, durante il quale si svolgono attività non verbali, si richiede una 
rievocazione differita delle parole (Range 0-15) 
  Tempo di somministrazione: 10 Minuti (più 15 minuti di intervallo impiegato con 
prove non verbali). 
E’ un esame di base per la memoria verbale anterograda; al punteggio di rievocazione 
immediata contribuisce anche la memoria a breve termine.  
 
4.4.9. FLUENZE 
Test di fluenza verbale fonemica (per lettera). 
Indicazioni: capacità di accesso al lessico verbale per via fonologica. 
Descrizione:  
 L’esaminatore chiede al soggetto di dire il maggior numero di parole che cominciano 




disposizione per ogni lettera; si contano le parole prodotte dal soggetto o la media 
delle parole prodotte per ogni categoria. 
 Tempo di somministrazione: 4-5 minuti. 
Rappresenta una prova base per valutare l’accesso lessicale, sensibile al danno cerebrale in 
particolare dell’emisfero sinistro e alle lesioni frontali.  
 
4.4.10. TEST DI FLUENZA VERBALE SEMANTICA ( PER CATEGORIA) 
Indicazioni: accesso al lessico per via semantica. 
Descrizione: l’esaminatore chiede al soggetto di dire il maggior numero di parole che 
appartengono ad una certa categoria. Si testano di solito 3 o 4 categorie con uno o due 
minuti di tempo a disposizione per ognuna; si contano le parole prodotte dal soggetto o la 
media di parole prodotte per ogni categoria (a seconda delle versioni). 
Tempo di somministrazione: 4-10 minuti. 
In questo progetto di tesi è stata somministrata la versione di Novelli et al. (1986) che 
utilizza come categorie: marche d’auto-frutti-animali con 1 minuto per categoria, 
produzione totale. La taratura per l’interpretazione dei punteggi equivalenti, per età e 
scolarità, è stata redatta su un campione di 320 soggetti (170 M,150 F), neurologicamente 
indenni, reclutati in 7 regioni italiane, di età compresa tra i 40 e gli 89 anni ( 8 classi di età) 
e scolarità compresa tra 3 e oltre 13 anni (4 livelli). 
 E’ considerata una prova di base per l’accesso lessicale, molto sensibile al danno cerebrale 
di varia natura; nonostante il sesso non sia indicato come fattore che influenza la 
prestazione, è evidente uno svantaggio per le donne nella categoria marche d’auto, in parte 
bilanciato per il vantaggio nella categoria frutti. 
 
4.4.11. CLOCK TEST 
Indicazioni:  Il Clock Test (o test dell’orologio) è uno strumento di rapida 
somministrazione e di largo impiego clinico, valuta la capacità di astrazione, memoria 




visivo motorie , funzioni esecutive.  Nella versione tarata in Italia si chiede al paziente di 
scrivere i numeri di un orologio all’interno di un cerchio; al termine, si chiede prima di 
disegnare le lancette che segnano le due e quarantacinque e successivamente alle undici e 
dieci.  
Tempo di somministrazione: 1-2 minuti. 
 
4.4.12. WISCONSIN CARD SORTING TEST (WCST) 
MODIFIED WISCONSIN CARD SORTING TEST (MCST) 
Indicazioni:  flessibilità cognitiva in base a feedback esterni, mantenimento di un set 
mentale, pensiero categoriale.  
Descrizione:  versione originale (WCST Wisconsin Card Sorting Test). Il materiale del test 
consiste in 4 carte-guida, disposte davanti al soggetto, che raffigurano rispettivamente un 
triangolo rosso, due stelle verdi, tre croci gialle, quattro cerchi blu, e due mazzi di 64 carte-
risposta. Il soggetto deve abbinare ogni carta-risposta, delle 128 a sua disposizione, con 
una delle quattro carte-guida, secondo uno dei tre possibili criteri di abbinamento (regola-
categoria): forma (croce, cerchio, triangolo, stella), colore (rosso, blu , giallo, verde) e 
numero (uno, due, tre, quattro). Il soggetto deve intuire la regola-criterio solo in base al 
feedback fornito dall'esaminatore (risposta "giusto"  o risposta  "sbagliato” ad ogni 
abbinamento effettuato). Il criterio corretto di categorizzazione è conosciuto 
dall'esaminatore e segue una sequenza fissa: colore, forma, numero, colore, forma, numero 
ecc.  Solo dopo che una regola-criterio è stata individuata, ovvero il soggetto compie una 
serie di dieci abbinamenti consecutivi corretti tra carte-guida e carte-risposta, l'esaminatore 
cambia il criterio di abbinamento, senza avvertimento, e il soggetto deve individuare il 
nuovo criterio. Il test  si concluderà quando il soggetto avrà individuato i sei criteri di 
classificazione, o quando tutte le 128 carte risposta sono state presentate. Dal test si 
ottengono diversi punteggi: 
 Punteggio Globale: carte utilizzate in eccesso dal soggetto rispetto al minimo 
necessario per raggiungere le categorie effettivamente individuate (Range 0- 128)  




 Errori Perseverativi: numero di risposte errate in modo reiterativo rispetto al criterio 
di classificazione precedentemente adottato (Range 0-128). 
 Errori non Perseverativi: numero di risposte errate non di tipo perseverativo, ma 
indicative di scelte strategiche incongruenti o bizzarre/assurde (Range 0-128). 
 Fallimento categoriale: per ogni categoria considerata, se dopo una sequenza 
corretta di almeno 4 prove il soggetto cambia criterio, viene considerato un  fallimento nel 
mantenere la regola di categorizzazione (Range: 0-6). 
 Tempo di somministrazione: 20-30 minuti circa. 
La versione modificata (Modified MCST Wisconsin Card Sorting Test) di Nelson (1976) è 
una versione breve del WSCT. Si utilizzano le 4 carte-guida della versione originale e le 24 
carte non ambigue di ciascuno dei due mazzi che compongono il WCST, ottenendo cosi un 
solo mazzo di 48 carte-risposta. Sono eliminate le carte-risposta ambigue, cioè quelle che 
possono essere classificate in più categorie contemporaneamente. La procedura è la stessa 
della versione originale: il soggetto deve accoppiare ciascuna delle 48 carte-risposta con 
una delle 4 carte-guida. In questa versione, però, non è prevista una sequenza 
predeterminata di criteri di categorizzazione. Il soggetto deve compiere una serie di 6 
abbinamenti consecutivi corretti, poi l'esaminatore annuncia che il criterio di 
categorizzazione deve essere modificato; il soggetto deve individuare i 3 possibili criteri 
(forma, colore, numero), quindi la sequenza viene riproposta nello stesso ordine. Si 
ricavano due punteggi distinti:  
 categorie individuate correttamente (intervallo 0-6); 
 errori perseverativi (intervallo 0-47); 
Tempo di somministrazione: circa 15-20 minuti. 
Il test nella sua versione originale (WCST) risulta piuttosto complesso per quanto riguarda 
la somministrazione e l'attribuzione dei punteggi di errore. Pertanto, si dimostra più pratica 
la versione modificata (MCST), benché vi sia da considerare che la semplificazione 
apportata può alterare la sensibilità diagnostica del test.  
4.4.13. FRONTAL ASSESSMENT BATTERY (FAB) 
Indicazioni: valutazione di screening della funzionalità esecutiva globale mediante una 




Descrizione: E’ una breve batteria composta da sei subtest che permettono la 
concettualizzazione di similitudini, fluenza lessicale in modalità fonemica, 
programmazione motoria (serie di Luria), risposta ad istruzioni conflittuali, go-no go task, 
comportamento di prensione. Al soggetto viene richiesto di eseguire le sei prove; ogni 
prova ha un punteggio variabile da 0 a 3 (Range punteggio totale 0-18).  
Tempo di somministrazione: 10 minuti circa.  
Il FAB essendo una breve batteria di test di facile e rapida somministrazione può esser 
somministrata anche al paziente allettato e può essere applicata quale strumento di 
screening allo scopo di indirizzare l'esaminatore verso ulteriori approfondimenti della 
funzionalità esecutiva. E’ necessario considerare che le prestazioni possono essere 
influenzate anche da lesioni non circoscritte al lobo frontale.  
 
4.4.14. SYMBOL DIGIT TEST (SDT) E DIGIT SYMBOL TEST (DST) 
Indicazioni: attenzione sostenuta. 
Descrizione: si tratta del compito di associazione simbolo-numero della scala WAIS; il test 
consiste in 5 righe, ognuna contenente 25 caselle per un totale 125 caselle (quadrati di 
14mmx7mm). Due le possibili versioni, esattamente speculari: 
 Versione SDT- Symbol Digit Test 
La risposta consiste nel riprodurre i numeri sotto ogni simbolo; ogni casella contiene uno 
tra 9 simboli possibili posto nella parte superiore della casella, la parte inferiore di ogni 
casella è vuota ed il compito del soggetto è inserire il numero corrispondente. 
 Versione DST- Digit Symbol Test 
La risposta consiste nel riprodurre il simbolo sotto ogni numero, ogni casella contiene un 
numero nella parte superiore e nella parte inferiore vuota il soggetto deve inserire il 
simbolo. 
Nella parte superiore del foglio è contenuta la chiave per eseguire il test: vi sono 9 caselle 
con i novi simboli e i numeri progressivi (da 1 a 9) corrispondenti. Il soggetto deve 
riempire le caselle vuote con il numero (o il simbolo corretto) il più rapidamente possibile. 




come run-in. Dall’undicesima casella in poi vanno conteggiati gli item correttamente 
assegnati in 90 secondi di tempo. 
Tempo di somministrazione: 2-3 minuti. 
Viene considerato un buon test per analizzare la funzionalità dell’attenzione sostenuta, ma 
anche della working-memory, dell’attenzione selettiva e dell’attenzione divisa (su 9 
stimoli). 
 
4.4.15.  TEST DELL’ATTENZIONE VISIVA (MATRICI ATTENTIVE) 
Indicazioni: attenzione selettiva. 
Descrizione: il test è composto da tre differenti matrici di numeri; il soggetto deve barrare i 
numeri bersaglio che sono uno per la prima matrice, due per la seconda e tre per la terza. 
Gli stimoli bersaglio sono 10 nella prima matrice, 20 nella seconda, 30 nella terza, sparsi 
fra altri numeri distruttori. Eventuali errori non vanno corretti. La prima riga di ogni 
matrice funge da esempio ed è compilata dall’esaminatore; la seconda riga funge da run-in 
ed è compilata dal soggetto. Viene registrato il tempo di esecuzione con il cronometro: si 
conteggiano gli stimoli barrati entro 45 secondi di tempo per ogni matrice. 
Tempo di somministrazione: 5 minuti circa. 
La presentazione può essere influenzata da eventuali problemi motori. 













4.3     Analisi neuroradiologiche 
18 pazienti sono stati sottoposti a RMN cerebrale senza mezzo di contrasto, presso vari 
istituti, con strumento a 3 Tesla o 1,5 Tesla. 10 pazienti hanno eseguito, presso l’U.O. di 
Medicina Nucleare dell’Azienda Ospedaliera Pisana, tomografia ad emissione di positroni 
(PET encefalo) che richiede l’utilizzo di sostanze marcate con radionuclidi emettenti 
positroni, quello che è stato impiegato è il  fluorodeossiglucosio (FDG). Il 
18
F è un analogo 
del glucosio che viene captato in grandi quantità dalle cellule ad alto consumo energetico; 
il fluoruro all’interno della molecola viene reso in grado di emettere positroni rilevabili 
dall’apparecchio PET. Il radiofarmaco viene somministrato per via endovenosa, il paziente 




4.4   Analisi statistica 
Per tutti i risultati numerici sono stati calcolati il valore medio e la deviazione standard. Il 
confronto dei valori di FRAP e AOPP tra i due gruppi di pazienti, con deficit frontale e 
non, è stato eseguito per mezzo del test t di Student a due code, per dati non appaiati, a cui 
























5.   RISULTATI 
 
5.1 TEST NEUROPSICOLOGICI 
 
Ciascun dominio è stato definito patologico se almeno una delle funzioni da esso esplorata 
risulta deficitaria. 
 
 Il dominio in assoluto più colpito è quello che valuta le funzioni frontali propriamente 
dette, esplorato da 7 test e con una media di risultato patologico per test pari al 24%.  
 
E’ possibile suddividere la popolazione di pazienti in 3 categorie a seconda della gravità 
d’interessamento definito dal numero di test risultati patologici. In base ai risultati ottenuti, 
stratificati per età e scolarità (vedi Materiali e Metodi) i pazienti si distinguono in 
“normali” in assenza di funzioni compromesse; con deficit di tipo “lieve “,  uno o due test 
al di sopra del cut off di normalità (a seconda della numerosità dei test del dominio 
considerato)  e “moderato-severo”, più di due test patologici. I risultati sono riportati nel 






































All’interno del dominio “Funzioni esecutive: funzioni frontali e capacità di pianificazione” 
su 30 pazienti: 6 risultano normali (20%), 11 hanno un deficit lieve (36,6%)  e 13 moderato 
severo (44%). L’80% dei pazienti ha almeno un test fortemente compromesso nel dominio 
frontale propriamente detto. 
I due test che risultano più frequentemente compromessi sono:   
 test WCST, che valuta la flessibilità cognitiva in base ad feedback esterni, la 
capacità di mantenimento di un set mentale e la capacità di eseguire e sostenere un 
pensiero categoriale: il test risulta alterato nel 40% dei pazienti in studio, 11 
pazienti su 29, suddiviso per numero di errori perseverativi e categorie.  
  test FAB, che indaga la funzionalità esecutiva globale mediante una serie di prove 
cognitive e comportamentali, risultato patologico nel 48% dei pazienti, 14 pazienti 
su 30. 
Anche i test di Fluenza verbale fonemica (per lettera) e Fluenza verbale semantica  (per 
categoria) sono risultati patologici in media nell’ 11,5% dei soggetti, 7 pazienti su 30. 
Nel Grafico 2 vengono riportati i risultati del Dominio Frontale e Capacità di 
pianificazione, le percentuali indicano il numero di pazienti che per ogni test hanno 
mostrato deficit (test patologico).  
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Considerando la totalità dei test  i domini Attenzione, Memoria Visuo-spaziale e Memoria 
Verbale sono alterati, rispettivamente, nel: 12%, 13% e 18% dei casi.  
Il 40% , 12 pazienti su 30,  hanno però almeno un test fortemente compromesso nel 
dominio Attentivo;  il 30% , 9 pazienti, in quello di Memoria Verbale e il 26,6 %, 7 
pazienti,  in quello di Memoria Visuo-spaziale. 
 
Rispettivamente nei 7 test del dominio attenzione: 18 pazienti risultano “normali “, 8 
hanno un deficit “lieve” e 4 “moderato/grave”.  
 
Nei 3 test della categoria Memoria Verbale: 21 pazienti sono “normali”, 4 hanno un deficit 
“lieve” e 5 “moderato/grave”.  
Infine nei 2 test ( e 3 subtests) che esplorano la Memoria Visuo-spaziale:  22 soggetti 
risultano “normali”, 4 hanno un deficit “lieve” e 4 “moderato/grave”.  
In particolare nel test TMT, Trail Making Test, che indaga l’attenzione divisa, la 
coordinazione visuo-motoria, l’abilità di alternare il setting concettuale e la flessibilità 
mentale  il 30 % dei pazienti è risultato deficitario. Il 17% mostra risultato patologico 
anche nel Test delle matrici attentive, dimostrando un deficit dell’attenzione selettiva. I 
risultati per il Dominio Attenzione, selettiva e divisa, sono riportati nel Grafico 3. 
 
                    Grafico 3 
                   
 














Test delle Matrici 
Digit Symbol Substitution 
Test 
Test di Stroop-effetto 
interferenza 
Test di stroop-Effetto 
errori 
Trial Making Test-subtest 
A 
Trail Making Test-subtest 
B 





 Il 24% dei soggetti mostra una compromissione della memoria visuo-spaziale a lungo 
termine e della prassia costruttiva, evidenziato dal Test della figura complessa di Rey, 
copia, rievocazione immediata e rievocazione differita.  
 
I risultati del dominio Memoria Visuo-spaziale sono riportati nel grafico 4 , le percentuali 
indicano il numero di pazienti che per ogni test hanno mostrato deficit (test patologico). 
 
               Grafico 4 
               
  
Un 20% dei pazienti mostra compromissione della memoria verbale a breve termine 
(Memoria di Cifre) e della memoria verbale a lungo termine  (Test delle 15 parole di Rey, 
rievocazione immediata e differita). I risultati  del dominio Memoria Verbale sono riportati 
nel grafico 5, le percentuali indicano il numero di pazienti che per ogni test hanno mostrato 
deficit (test patologico).   
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5.2     DOSAGGI MARCATORI STRESS OSSIDATIVO 
 
Riportate in Tabella 5 i valori di marker di stress ossidativo ottenuti su prelievo di sangue 















Tabella 5: determinazione basale  dei prodotti di ossidazione avanzata delle proteine, 
AOPP, e dell’attività ferro riducente plasmatica, FRAP. 
 
12 pazienti su 20 presentavano valori di FRAP inferiori a 0,7 mmol/l, valore di riferimento, 
mostrando una riduzione della capacità antiossidante totale rispetto alla norma.  
17 pazienti su 20 presentavano valori di AOPP maggiori a 190,5 nmol/ml, valore superiore 
del cut off di riferimento, mostrando un aumento dei marcatori di danno ossidativo.  
 




1 0,406 206,21 
2 0,54 325,3 
3 0,721 230,2 
4 0,59 261,8 
5 0,488 312,6 
6 0,481 275,9 
7 0,057 374,4 
8 0,096 419,53 
9 0,045 324,2 
10 0,071 546,87 
11 0,445 263,9 
12 0,702 59,2 
13 0,906 497,6 
14 0,476 123,9 
15 0,923 461,6 
16 0,651 299,7 
17 0,771 236,4 
18 0,819 1109,6 
19 1,1012 235,1 
20 0,874 197,6 
VALORI DI RIFERIMENTO: 
AOPP        124,5   -  190,5   nmol/ml 




Suddividendo questi pazienti in due gruppi: 
 GRUPPO 1  pazienti che non hanno mostrato deficit ai test neuropsicologici, 
 GRUPPO2 pazienti con compromissione del dominio frontale ai test 
neuropsicologici,  
possiamo confrontare i valori di AOPP e FRAP. 
Gruppo 1: pazienti con test neuropsicologici risultato nella norma.  
Gruppo1 FRAP AOPP 
1 0,445 263,9 
2 0,702 59,2 
3 0,406 206,21 
4 0,057 374,4 
5 0,771 236,4 
6 0,607 380,06 
 
Il dato, espresso come media ± deviazione standard.   
FRAP= 0,498 ± 0,26 mmol/l. 
AOPP=  253,36 ± 119,18 nmol/ml. 
Gruppo 2: pazienti con test neuropsicologici alterati nel dominio Esecutivo-frontale. 
Gruppo2 FRAP AOPP 
1 0,045 324,2 
2 0,096 419,53 
3 0,906 497,6 
4 0,476 123,9 
5 0,058 368,75 
6 0,067 308,59 
7 0,651 299,7 
8 0,086 277,73 




10 1,1012 235,1 
11 0,874 197,6 
 
Il dato, espresso come media  ±  deviazione standard. 
FRAP= 0,403  ±  0,411  mmol/l. 
AOPP=  327,23  ±  125,58 nmol/ml. 
 
I risultati ottenuti nei due gruppi sono stati confrontati con Test t di Student a due code 
per dati non appaiati e correzione di Bonferroni (p <0,025).   
 
Gruppo 1 2 
Numerosità 
campione 6 11 
Media 0,4980 0,4028 




T 0,5100   




P 0,6175   





La differenza fra le medie osservate 
non è significativa per p<0,025 
(livello di significatività dopo 
correzione di Bonferroni) 
 
 
Gruppo 1 2 
Numerosità 
campione 6 11 
Media 253,3617 327,2336 
Dev. Standard 119,1835 125,5829 
   
T 1,1787 
 
gradi di libertà 15 
 
   P 0,2569 
 






La differenza fra le 
medie osservate   
non è significativa 
per p<0,025 (livello 
di significatività 




Il test ha risultato non significativo, ciò ci permette di asserire che non ci sia differenza 
statisticamente significativa tra i valori dei marker di stress ossidativo tra i due gruppi. 
 
5.3   VALUTAZIONE NEUROIMAGING: RMN E PET CON FDG 
 
       5.3.1 RMN  
18 pazienti sono stati sottoposti a Risonanza Magnetica Nucleare dell’encefalo, con 
apparecchio a 1,5 o 3 Tesla (a seconda dell’istituto in cui è stato svolto l’esame) 
acquisizioni SE T1 dipendenti e con sequenze FSE T2 dipendenti senza mezzo di 
contrasto. In 11 pazienti su 18 si osservano alterazioni: 58% dei pazienti presenta un 
moderato grado di atrofia corticale (ampliati spazi liquorali periencefalici) riportati in 
Tabella 6; 7 pazienti presentano invece un reperto di RMN encefalo assolutamente nella 
norma: non sono state rilevate alterazioni di segnale focale o diffuso a carico del tessuto 
nervoso encefalico, sopra e sottotentoriale; sistema ventricolare in sede di dimensioni nei 












1 atrofia cerebellare 
2 atrofia cerebrale 
3 leucoencefalopatia multifocale 
4 leucoencefalopatia multifocale 
5 leucoencefalopatia multifocale 
6 Normale 
7 leucoencefalopatia multifocale 
8 Normale 
9 Normale 
10 atrofia cerebrale 
11 Normale 
12 atrofia cerebrale 
13 Normale 
14 leucoencefalopatia multifocale 
15 danno ischemico  
16 Normale 
17 leucoencefalopatia multifocale 
18 atrofia cerebellare 
 
 
5.3.2    PET con FDG 
12 pazienti hanno effettuato studio qualitativo con PET cerebrale. L’acquisizione è stata 
effettuata a 40 minuti dalla somministrazione del radiofarmaco, dose 200 MBq di 
18
F-
FDG. Dati PET ottenuti su cranio in modalità 3D, corretti per l’attenuazioni tissutale 
medianti acquisizione TC a bassa dose senza somministrazione di m.d.c.. I dati ricostruiti 
sono stati riorientati lungo il piano fronto-occipitale. 
In 8 pazienti il reperto si è dimostrato normale: assenza di deficit di attività metabolica a 
livello corticale, degli striati, talami, tronco encefalico e cervelletto. 
 Un paziente, numero 12, Tabella 7,  con diagnosi di atassia cerebellare, mostra una ridotta 
captazione cerebellare, con segni di ipometabolismo insulare destro. Questo reperto è 




soggetto alla RMN. Questa alterazione non influenza le prestazioni del soggetto ai test 
neuropsicologici, essendo localizzata esclusivamente a livello cerebellare.   
Un solo paziente il numero 9, Tabella 7, mostra lievissima riduzione dell’attività 
metabolica a livello corticale in sede temporo-occipitale bilateralmente. Questo dato non è 
correlabile con deficit neuropsicologico, il paziente mostra un buon risultato ai test.   
Un paziente, numero 3, Tabella 7,  mostra un lieve aumento dell’attività metabolica a 
livello del lobo caudato e putamen, di incerta interpretazione.  
Infine il paziente numero 10 (vedi Tabella 7) mostra un marcato ed esteso deficit di attività 
metabolica temporo-occipito-parietale sinistra, nonché temporo-polare anteriore destra, 
compatibile con reperto alla RMN di esiti di insulto ischemico citotossico dismetabolico in 
sede cortico-sottocorticale parietale, regione rolandica, carrefour occipito-parieto-
temporale sinistro e regione sottocorticale temporale antero-polare bilateralmente in 
paziente affetto da MELAS. Tale paziente presenta un marcato deficit cognitivo, MMSE 
<6, che ha reso impossibile la somministrazione della batteria dei test neuropsicologici. 
Pertanto la valutazione del risultato di neuroimaging esula dalla discussione di questo 
progetto di tesi, dal momento che lo scopo è individuare una correlazione tra ciò che può 
esser visibile all’imaging con deficit subclinico.  
 
Tabella 7 
Pazienti  REFERTO PET Test 
neuropsicologici 
1 NORMALE ALTERATO 
2 NORMALE ALTERATO 
3 ALTERATO ALTERATO 
4 NORMALE ALTERATO 
5 NORMALE ALTERATO 
6 NORMALE ALTERATO 
7 NORMALE ALTERATO 
8 NORMALE ALTERATO 
9 ALTERATO NORMALE 
10 ALTERATO NON ESEGUIBILE 
11 NORMALE NORMALE 





6.   DISCUSSIONE 
 
6.1  DISCUSSIONE DEI TEST NEUROPSICOLOGICI  
La valutazione neuropsicologica nel gruppo di pazienti in studio ha mostrato un prevalente 
deficit di tipo frontale. Il dominio significativamente compromesso risulta esser quello 
delle funzioni frontali propriamente dette. 
Questo deficit è stato evidenziato nella popolazione di pazienti in studio grazie a vari test, 
uno dei più sensibili e specifici dei quali è il Wisconsin Card Sorting Test, in cui i pazienti 
con alterazioni della corteccia prefrontale dorso laterale mostrano deficit cognitivi 
evidenziati dal fatto che questi continuino ad utilizzare una strategia di scelta errata e fare 
gli stessi errori, detti errori di perseverazione. (Berg, 1948; Grant e Berg, 1948) 
 
Nei pazienti di questo studio, analizzati con il WCST, la media ± deviazione standard dei 
punteggi equivalenti, quindi già corretti per età e scolarità, è stata di 8 ± 7,1 nella categoria 
di “errori perseverativi”, categoria che ha cut off di normalità ≤ 6,40. Nella componente 
“categorie individuate correttamente”  il risultato è stato 4,5 ± 2,1 con cut off di normalità  
≥ 3.   
 
 E’ noto come il  lobo frontale controlli il comportamento motorio finalizzato: le aree 
frontali sono connesse fra loro in serie secondo una gerarchia di natura funzionale (Houser 
CR et al.1986; Heimer L et al.1994).  All'estremità inferiore della catena gerarchica vi è la 
corteccia motrice primaria (area 4 di Brodmann), denominata anche MI. Nelle adiacenze 
della corteccia motrice primaria e connesse reciprocamente con essa, sono disposte più 
aree motorie di ordine superiore, denominate nel loro insieme corteccia premotoria. 
L'attività neuronale delle aree premotorie è in rapporto con aspetti globali del 
comportamento motorio, quali la combinazione degli arti da utilizzare o la sequenza dei 
movimenti da eseguire. Inoltre, la corteccia premotoria del giro frontale inferiore contiene 
neuroni specchio, che rispondono al movimento eseguito da altri individui. La corteccia 
premotoria è connessa con la corteccia prefrontale dorsolaterale, importante per il controllo 
cognitivo del comportamento motorio. Quest’area è, a sua volta, funzionalmente collegata 




emozionali associati al controllo esecutivo del comportamento (Fuster JM, 1997; 
Goldman-Rakic PS, 1987). 
Il test utilizzato ci permette di valutare la flessibilità nelle scelta delle strategie in merito 
alla risoluzione di un compito, aspetto che nei pazienti analizzati risulta ridotto. 
Essi associano al disturbo del ragionamento astratto, un’alterata capacità di attenzione, 
spesso l’incapacità di fare inferenze di ordine superiore (come ad esempio definire 
proverbi, classificare, definire il significato delle parole), flessibilità mentale e ultima, ma 
non per questo la meno importante, la perseverazione dell’errore. Il test di selezione di 
carte di Wisconsin viene anche utilizzato per saggiare la sensibilità del paziente al 
feedback proveniente dal risultato della propria esecuzione e sembra, inoltre, 
particolarmente appropriato per lo studio della perseverazione. Fu Milner (-1963-) a 
dimostrare con le sue ricerche che soggetti con lesione frontale dorsolaterale dell'emisfero 
sinistro commettevano un maggior numero di errori perseveratori e raggiungevano un 
numero inferiore di categorie. Milner osservò che nell'ambito dei lobi frontali, i disturbi 
cognitivi più accentuati conseguivano ad un danno delle aree dorsolaterali. E’ come se, in 
questi pazienti, si indebolisse la sorveglianza conscia al comportamento, dando via libera a 
risposte abituali o casuali che solitamente sono soppresse.   
 
I pazienti con alterazioni circoscritte alla corteccia prefrontale, in generale, sono 
perfettamente integri per quanto attiene alle capacità percettive e al comportamento 
motorio e molti di essi rispondono in modo normale ai test di intelligenza, ma non sono in 
grado di svolgere correttamente le azioni della vita di tutti i giorni. Il loro stato emozionale 
è anormale e il loro comportamento disorganizzato. 
 
Sempre nell’ambito delle funzioni frontali la popolazione di pazienti in studio mostra un 
deficit delle funzione esecutive che rientrano o, meglio, si associano alla sfera 
dell’attenzione. Questo dominio di funzioni esecutive viene esplorato tramite il test FAB, 
Frontal Assessment Battery, che permette una valutazione comprensiva delle: capacità di 
pianificazione e valutazione delle strategie efficaci in relazione ad un fine specifico.  
Il test FAB nella popolazione di pazienti presa in esame mostra media ±  deviazione 




 L’attenzione sottende un’ampia classe di processi che modulano la capacità dei soggetti di 
interagire con l’ambiente esterno attraverso il mantenimento di uno stato di attivazione, la 
selezione delle informazioni sensoriali, il controllo e il monitoraggio di pensieri e azioni.  
Il modello multicomponenziale (Van Zomeren e Brouwer, 1994; Shallice, 2002) distingue 
l’attenzione in varie componenti: 
 intensiva, allerta ed attenzione sostenuta-vigilanza; 
 selettiva, attenzione selettiva ed attenzione divisa; 
 supervisory attentional system (SAS) uso strategico delle componenti intensive e 
selettive. 
L’attenzione sostenuta viene definita come la capacità di mantenere un’adeguata 
prestazione in compiti monotoni, per periodi relativamente lunghi di tempo.  
L’attenzione selettiva si caratterizza come la capacità di selezionare l’informazione in 
funzione di uno specifico obiettivo; la selettività può riguardare una modalità sensoriale, 
un determinato stimolo o una caratteristica dello stimolo, una particolare porzione dello 
spazio.  
E infine l’attenzione diffusa è la capacità di focalizzare l’attenzione su più elementi, di 
svolgere due compiti contemporaneamente; essa agisce a tutti i livelli di elaborazione 
dell’informazione, dall’analisi sensoriale e percettiva fino alla programmazione della 
risposta.  
In termini generali, le funzioni esecutive fanno riferimento all’insieme dei processi mentali 
necessari per l'elaborazione di schemi cognitivo‐comportamentali adattivi in risposta a 
condizioni ambientali nuove e impegnative (Owen, 1997). Sono meccanismi cognitivi che 
consentono di ottimizzare la prestazione in situazioni che richiedono la simultanea 
attivazione di processi cognitivi differenti. Consentono di prendere decisioni, di 
selezionare quali processi attivare al fine di mettere in atto comportamenti coerenti diretti 
verso uno scopo specifico.  
L’attenzione divisa, la coordinazione visuo-motoria, l’abilità di alternare il setting 
concettuale e la flessibilità mentale è stata esplorata utilizzando il Trail Making Test, 
questo è alterato nel 30 % dei pazienti, con media ± deviazione standard di 175,35 ± 63,1 
(cut off di normalità ≤ 94) confermando l’interessamento globale di questo dominio.  
Si apprezza una compromissione delle abilità: 




 del controllo inibitorio e dei processi decisionali che supportano la selezione della 
risposta funzionale e la modificazione della risposta (comportamento) in relazione 
al cambiamento delle contingenze ambientali; 
 del controllo attenzionale riferito alla capacità di inibire stimoli interferenti e di 
attivare l’informazione rilevante;  
 della memoria di lavoro che si riferisce a quei meccanismi cognitivi che 
consentono il mantenimento on‐line e la manipolazione dell'informazione 
necessaria per l'esecuzione di operazioni cognitive complesse. Se parliamo di 
deficit mnemonici, in caso di deficit frontali, non ci riferiamo al contenuto dei 
ricordi quanto piuttosto il modo di gestirli, si tratterebbe cioè di un deficit di 
memoria operativa. Questi pazienti presentano un deficit nell’organizzazione 
temporale dei ricordi, difficoltà nel valutare la frequenza con cui gli eventi si sono 
presentati ed quindi un alterata capacità di pianificazione del proprio 
comportamento 
I risultati ottenuti concordano con un studio caso-controllo presente in letteratura, che ha 
dimostrato la compromissione della funzione dei lobi frontali in 22 pazienti affetti da 
CPEO e KSS. (Simone Bosbach,Cornelia Kornblum et al. 2003). Anche i test di fluidità 
verbale sono particolarmente utili per evidenziare sofferenza della corteccia prefrontale 
dorso laterale, in particolar modo di sinistra. In alcuni pazienti con lesioni della corteccia 
prefrontale orbitale-ventromediale si osservano gravi alterazioni del controllo emozionale 
del comportamento: i pazienti hanno alterata capacità di prevedere le conseguenze delle 
proprie azioni. (Eric. R. Kandel, 2015) 
Sempre in accordo con la letteratura, i pazienti in esame mostrano memoria verbale e 
visuo-spaziale largamente conservate, con una media ± deviazione standard di punteggi 
equivalenti, quindi corretti per età e scolarità, al test delle 15 parole di Rey, di 36,3 ± 9,42 
alla rievocazione immediata e 10,32 ± 16,7 alla rievocazione differita con cut off di 




Il nostro studio avvalora l’osservazione che nei pazienti affetti da patologia mitocondriale 
il coinvolgimento encefalico cronico sia, in fase precoce di malattia, a carico 
prevalentemente dei domini esecutivi e che a questo stadio non sia ancora presente 
demenza, genericamente intesa come perdita delle funzioni intellettive precedentemente 
acquisite (memoria a breve e lungo termine, pensiero astratto capacità critica, linguaggio), 
poiché i domini di Memoria verbale e Visuo-spaziale, a breve e lungo termine, appaiono 
più frequentemente intatti. (Simone Bosbach,Cornelia Kornblum et al. 2003). Ciò 
nonostante, come mostra l’osservazione su un campione più ampio di pazienti, i circa 1100 
pazienti del database nazionale di malattie mitocondriali, il 14% dei pazienti mitocondriali 
svilupperà nel tempo deterioramento cognitivo (Mild Cognitive Impairment).   
 
6.2 DISCUSSIONE MARCATORI DI STRESS OSSIDATIVO 
E’ noto da tempo che il sistema nervoso centrale sia particolarmente sensibile allo stress 
ossidativo (Halliwell e Gutteridge, 1999), e che questo sia coinvolto nella patogenesi di 
malattie neurologiche, neurodegenerative, demielinizzanti e cerebrovascolari (Montine et 
al., 2004; Cherubini et al. 2005; Kelly et al, 2008). I radicali liberi possono danneggiare le 
cellule del sistema nervoso centrale, neuroni e glia, e molti studi sono volti a comprendere 
il loro ruolo nell’insorgenza delle malattie neurologiche. 
L’elevata vulnerabilità del SNC al danno ossidativo trova diverse ragioni di essere: 
 In primo luogo il suo elevato consumo di ossigeno, i mitocondri possono produrre 
quantità elevate di anione superossido; 
 La presenza di un elevato numero di acidi grassi polinsaturi nei lipidi delle 
membrane neuronali, substrati facilmente ossidabili; 
 La presenza di amminoacidi exocitotossici (glutammato) il cui rilascio è favorito 
dallo stress ossidativo e questi a loro volta determinano un’aumentata produzione 
di ROS e RNS; 




 Molti neurotrasmettitori sono molecole autossidabili, ad esempio L-DOPA o la 
noradrenalina;  
 Il ferro si ritrova in altre concentrazioni in tutto il SNC ed in seguito a danno 
cerebrale e viene rapidamente rilasciato in forma redox attiva; 
 La microglia attivata produce ROS e RNS e stimola i macrofagi residenti a 
produrre IL-6, IL-1 e TNFα, fattori stimolano gli stessi macrofaci a produrre ROS; 
 E infine le difese antiossidanti nell’encefalo sono relativamente più scarse. 
Data la specifica composizione biochimica delle cellule all’interno del SNC, la 
perossidazione lipidica potrebbe aver un ruolo portante nella manifestazione del danno da 
stress ossidativo: essa ha effetti devastanti sulle membrane biologiche, portando 
all’alterazione della loro fluidità ed alla loro destrutturazione (Parola, Bellomo et al, 1999). 
La perossidazione lipidica produce 4-idrosi-2-nonenale (4–HNE), aldeide che può reagire 
con i gruppi –SH o –NH2 di proteine e basi del DNA risultando particolarmente 
neurotossico e gli F2-isoprostani, formati in seguito all’interazione non-enzimatica tra 
ROS e acido arachidonico, i quali hanno effetto vasocostrittore sulle arteriole cerebrali. 
(Miller, Morel et all, 2004) A questo si somma il danno ossidativo diretto sul DNA, strand 
breakage, l’induzione di mutazione sui geni che codificano per componenti della ETC; 
l’eccessivo e prolungato aumento della concentrazione di Ca+2 intracellulare che 
interferisce con la funzione mitocondriale e comporta un aumentata produzione di ROS e 
di NO●, determinando l’instaurarsi di un circolo vizioso che si autoalimenta fino alla 
necrosi o all’induzione dell’apoptosi neuronale.  
Queste osservazioni concordano quindi nel riconoscere al mitocondrio, alla corretta 
funzione del sistema di fosforilazione ossidativa e al grado di produzione dei ROS un ruolo 
centrale nella fisiopatologia delle alterazioni delle funzioni corticali superiori. (Micheal 























Figura 7 I mitocondri sono fondamentali per la produzione di ATP, per l’omeostasi cellulare , la 
regolazione dei livelli di Ca+2 e sistemi di eliminazione dei ROS. ATP= adenosine trifosfato; ROS= 
specie reattive dell’ossigeno.  
 
Riconosciuto, nelle patologie neuronali, il ruolo dello stress ossidativo si incontrano una 
serie di difficoltà tecniche nel tentativo di quantizzarlo. Difficoltà legate all’instabilità e 
all’elevata reattività delle specie radicaliche, nonché all’impossibilità di un analisi diretta 
di questo distretto ( G.L.Milne et al, 2012; B.Cassetta et al, 2015).  Per tentare di ovviare a 
questo problema sono generalmente utilizzate, come indicatori di avvenuto stress 
ossidativo, alcune molecole che derivano dalla reazione dei radicali con molecole bersaglio 
quali DNA, proteine e lipidi poli-insaturi.  
Deplezione del Glutatione 





















La determinazione dell’attività ferro riducente (FRAP) è uno dei metodi sviluppati per 
misurare la capacità anti-ossidante totale di un dato liquido biologico (Guohua & Prior 
1998; Ronald & Guohua 1999), nel caso specifico il plasma. La FRAP è in grado di 
stimare il livello di attività dei meccanismi anti-ossidanti (Benzie & Strain 1996). Vari 
studi presenti in letteratura mostrano l’utilità di questo dosaggio nei pazienti con malattia 
mitocondriale. Uno studio condotto proprio dalla clinica neurologica pisana su una coorte 
di 27 pazienti, prevalentemente soggetti con  PEO e miopatie mitocondriali, rispetto a 
controlli sani ha dimostrato come FRAP e AOPP siano utilizzabili come marcatori di 
un’alterazione dell’equilibrio tra sistemi pro-ossidanti e anti-ossidanti. Si è evidenziata, nei 
pazienti con malattia mitocondriale, una prevalenza dei primi sui secondi, confermando il 
ruolo dello stress ossidativo nei meccanismi fisiopatologici connessi alla patologia 
mitocondriale.(Mancuso et al., 2010)  Nei pazienti clinicamente più compromessi, l’attività 
antiossidante plasmatica è generalmente più bassa a causa dei più elevati livelli di stress 
ossidativo; oppure, all’opposto, un’attività antiossidante più elevata sembrerebbe risultare 
in qualche modo protettiva nei confronti della progressione della malattia. Entrambi i 
meccanismi sono del tutto coerenti con la teoria del circolo vizioso fra stress ossidativo e 
disfunzione mitocondriale, possibile fattore di progressione delle malattie mitocondriali. 
 Il gruppo di pazienti in studio mostra un livello di FRAP, espresso sottoforma di media ± 
deviazione standard, di 0,56 ± 0,31 nmol/ml cut off di riferimento > 0,7 mmol/l, quindi 
minore rispetto alla norma. Questo dato indica un maggior consumo delle difese 
antiossidanti.  
Quest’osservazione viene ulteriormente avvalorata dal dosaggio di AOPP, prodotto 
dell’ossidazione delle proteine da parte delle ROS (Witko-Sarsat et al 1996), che risulta 
338 ± 217 nmol/ml in media nettamente al di sopra del cut off di riferimento 124,5-190,5 
nmol/ml.  
La popolazione di pazienti esaminati in questo progetto di tesi mostra in media un’attività 
ridotta dei meccanismi anti-ossidanti e contemporaneamente un aumento dell’ossidazione 
delle proteine. Questo indirettamente dimostra una malattia in corso, attiva, che determina 
disfunzione mitocondriale, produzione di ROS e obbliga l’organismo al consumo di fattori 
antiossidanti. La concordanza dei dati di FRAP e AOPP raccolti, aumento dei prodotti di 




dell’attività globale di malattia. La patologia mitocondriale ha carattere multisistemico e 
quindi tale dosaggio è influenzato dall’espressione di malattia nei vari tessuti, specialmente 
quelli ad elevata richiesta metabolica come muscoli e cervello. Essendo un prelievo su 
sangue venoso periferico possiamo ipotizzare che questo dosaggio rifletta maggiormente 
l’interessamento muscolare, che dal sistema periferico viene drenato. 
La presenza di concordanza tra i livelli di FRAP e AOPP nei pazienti con e senza deficit 
neuropsicologico, chiaramente evidenziata in questo studio, fa presupporre che questi non 
siano marker sensibili e specifici dell’interessamento cerebrale. Questa osservazione 
mostra che i nostri pazienti, in quanto mitocondriali, presentano una alterazione dello stress 
ossidativo indipendentemente dalla disfunzione cognitiva.  La nostra indagine pone il 
dubbio che questi non siano i marcatori ideali per l’esplorazione del distretto encefalico o, 
al contempo, il campione in esame debba esser allargato. Data, però, l’osservazione che il 
danno di stress ossidativo a livello encefalico si mostra particolarmente connesso con i 
fenomeni di perossidazione lipidica, enzimatica e non, l’ipotesi che sia necessario 
utilizzare altri tipi dosaggi come marker in vivo di danno neurodegenerativo viene  
maggiormente accreditata ( A.Greco e at al., 2004). 
 
6.3 DISCUSSIONE RISULTATI NEUROIMAGING 
La possibilità di esaminare in vivo il sistema nervoso centrale ci permette di studiare il 
contributo funzionale dei circuiti nervosi locali (come ad esempio le colonne corticali) al 
comportamento umano e di esaminare il funzionamento di sistemi di grandi dimensioni 
costituiti da regioni cerebrali interconnesse tra loro. Le tecniche di visualizzazione 
funzionale sono correlate con il fabbisogno metabolico per lo svolgimento dell’attività 
nervosa. Il metabolismo energetico dei neuroni è influenzato dalle variazioni dell’attività 
sinaptica o forza sinaptica. Le variazioni del metabolismo sono associate con aumenti 
locali: 




• dell’assunzione di glucosio; 
• del volume ematico del cervello; 
• con la diminuzione del contenuto di desossiemoglobina.  
 Queste variazioni sono rilevabili mediante tecniche differenti: PET tomografia ad 
emissione di positroni; fMRI, risonanza magnetica funzionale per immagini; SPECT, 
tomografia computerizzata basata sull’emissione di singoli fotoni. 
La tecnica di neruoimaging utilizzata in questo progetto di tesi è stata la tomografia a 
emissione di positroni con 
18
F-desossiglucosio come marcatore. L’analisi non ha 
evidenziato alterazioni di segnale nei pazienti con test neuropsicologici compromessi. Da 
ciò si può inferire che, inaspettatamente, la PET non riflette la compromissione 
neuropsicologica frontale osservata nei pazienti. Questo dato è inaspettato alla luce di un 
precedente studio (M. M. Lindroos et al., 2009)  in cui sono stati esaminati con metodiche 
di neuroimaging, RMN, MRS e PET con FDG, 14 pazienti affetti da MELAS (mutazione 
3243 A>G) ed altrettanti controlli. Gli autori hanno valutato tramite l’utilizzo di software 
quantitativi di analisi dei dati acquisibili tramite metodica PET, la misurazione simultanea 
dei livelli cerebrali di ossigeno e glucosio nonché quantificato la variazione di flusso 
cerebrale, dimostrando una diminuzione globale del consumo di ossigeno, nei soggetti 
affetti dalla patologia,. La riduzione è indipendente dalla presenza nei pazienti di sintomi 
cerebrali o dal metabolismo regionale del glucosio.  
Il nostro dato deve esser interpretato considerando sia il ridotto numero di pazienti che 
l’aspetto subclinico che si sta analizzando. Vari dati in  letteratura dimostrano come la PET 
con FDG sia in grado di evidenziare aree di ipometabolismo in pazienti affetti da patologia 
mitocondriale e sintomatologie psichiatriche maggiori. E’ stata descritta l’associazione tra 
anormalità strutturali, molecolari e funzionali a carico dei mitocondri in pazienti con 
diagnosi di disordine psichiatrico (depressione, disturbo bipolare, ansia, schizofrenia) e 
come queste fossero riconoscibili tramite studio PET (Streck et al. 2014). Se ne deduce che 
la PET sia una metodica estremamente sensibile al danno clinico, ma non si è  rilevata 
altrettanto sensibile al danno subclinico che è invece evidenziato dai test neuropsicologici, 




possibilità che un precoce riconoscimento dell’interessamento corticale superiore, in 
pazienti affetti da encefalopatia cronica mitocondriale, di varia natura,  non possa essere 
ottenuto in futuro con l’utilizzo di tecniche di imaging funzionali, come la fMRI, o che la 

























Questo lavoro di tesi dimostra la validità dei Test Neuropsicologici nel captare 
l’interessamento subclinico delle funzioni corticali superiori, indicando nel loro utilizzo in 
routine clinica un valido metodo di valutazione del grado di compromissione cerebrale 
progressiva nei pazienti affetti da encefalopatia cronica. L’eziologia del deficit 
neuropsicologico focale nei nostri pazienti rimane poco chiara. Numerose osservazioni su 
tessuto encefalico post mortem in pazienti affetti da malattia mitocondriale hanno 
dimostrato come ci sia un numero nettamente maggiore di mutazioni del mtDNA nei lobi 
frontali, seguiti da lobi occipitali, dai lobi temporali e dal cervelletto (Shanske et al., 1990; 
Amemiya et al., 2000). Considerando inoltre che la vulnerabilità funzionale della catena di 
fosforilazione ossidativa varia nei diversi tessuti, in accordo con la loro richiesta 
metabolica, l’elevato metabolismo a carico della corteccia frontale potrebbe essere 
responsabile della specifica suscettibilità di questa area nei pazienti con disfunzione 
mitocondriale. (Roland et al., 1985, 1987). L’accumulo di mutazioni a carico del mtDNA e 
il conseguente deficit energetico dovuto alla disfunzione della fosforilazione ossidativa, 
che da queste stesse mutazione viene accentuata, potrebbe spiegare perché nei nostri 
pazienti, affetti da mutazioni multiple di mtDNA, si osservi questo deficit precocemente e 
principalmente a carico dell’area frontale. 
Questo interessamento non viene, ad oggi, correlato con i marker di stress ossidativo più 
frequentemente utilizzati, FRAP e AOPP, ma data la specificità del tessuto encefalico non 
è esclusa la possibilità futura di trovare tale correlazione con l’utilizzo di marker diversi. A 
tal proposito potrebbe esser proposto il dosaggio degli F2-isoprostani prodotti in seguito 
all’ossidazione non enzimatica in situ dell’acido arachidonico, che una volta liberati dalle 
membrane vengono immessi in circolo e successivamente eliminati nelle urine. Dosaggio 
che ha già trovato utilizzo in veri studi su patologia neurodegenerative, come la malattia di 
Alzheimer, malattia di Huntington, malattia di Creutzfeldt-Jakob (E.E. Reich et al., 2001; 
T. Farooqui et al, 2011; A. Greco et al, 2000). Tuttavia il loro dosaggio risulta 
particolarmente sofisticato, costoso ed indaginoso dato che il gold-standard per la loro 
determinazione nei fluidi biologici resta la gas-cromatografia/spettrometria di massa (G.L. 
Milne et al, 2013). Varie ditte specializzate hanno immesso sul mercato metodi di 
determinazione ELISA che però risultano avere una sensibilità non pienamente 
soddisfacente. La  PET, considerata una metodica estremamente sensibile al danno clinico, 




neuropsicologici. Questo risultato non preclude però la possibilità che un precoce 
riconoscimento dell’interessamento corticale superiore, in pazienti affetti da encefalopatia 
cronica mitocondriale, non possa essere ottenuto in futuro con l’utilizzo di tecniche di 
imaging funzionali, come la fMRI. La risonanza magnetica funzionale per immagini 
permette la misura della variazione della quantità relativa di deossiemoglobina a livello di 
ciascun voxel. Quando i neuroni diventano attivi, aumenta l’apporto di sangue ossigenato 
alle regioni attive. L’apporto di ossiemoglobina è maggiore del consumo locale di 
ossigeno, il che comporta un aumento del rapporto fra ossiemoglobina ed emoglobina 
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